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PR ............. Proteorhodopsin, grün absorbierende Variante aus SAR86
PRD97N ....... PR-Mutante bei der das Aspartat (Einbuchstabencode: D) an Position
97 durch ein Asparagin (Einbuchstabencode: N) ersetzt wurde
Pro ............ L-prolin
PTFE .......... Polytetraﬂuorethylen, bekannt unter dem Markennamen Teﬂon
RLD ........... reziproke lineare Dispersion (des Gitterspektrometers)
RuBisCO ....... Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
SFG ............ engl.: Sum Frequency Generation (Summenfrequenzerzeugung)
SHG ........... engl.: Second Harmonic Generation (Frequenzverdopplung)




SVEA .......... engl.: Slowly Varying Envelope Approximation
THG ........... Frequenzverdreifachung
Ti:Sa ........... Titan-dotierter (Ti3+) Saphir (Al2O3)
TRIS ........... Tris(Hydroxymethyl)-Aminomethan
TTL ........... Transistor-Transistor-Logik: „0 “: 0V und „1 “: 5V
UV ............. ultravioletter Spektralbereich:
200nm – 400nm (25000cm 1 – 50000cm 1)
vis ............. sichbarer Spektralbereich:
400nm – 750nm (13000cm 1 – 25000cm 1)
XPM ........... engl.: Cross Phase Modulation (Kreuzphasenmodulation)
ZAP-SPIDER .. engl.: Zero Additional Phase shift Spectral Phase Interferometry for
Direct Electric ﬁeld Reconstruction
ZnSe ........... Zinkselenid
XII1 Einleitung
Planung ersetzt Zufall durch Irrtum
(Albert Einstein)
Die Umwandlung, der Transport und der Einsatz von Energie zur Verrichtung von Arbeit
waren schon immer von besonderem Interesse für die Menschheit. Seit der Erﬁndung der
Dampfmaschine und der damit verbundenen industriellen Revolution hat sich der Fokus
der Forschung zunehmend auf das fundamentale Verständnis der zugrundeliegenden
chemischen Abläufe auf molekularer Ebene verlagert. Diese Entwicklung wird deutlich,
wenn man die aktuelle Literatur mit der vor 130 Jahren vergleicht.
Am 03. Juli 1880 erschien in New York eine neue Zeitschrift, die wöchentlich über den
wissenschaftlichen Fortschritt berichten sollte: „Science“. In der Begrüßungsansprache
äußerte Herausgeber John Michels den Wunsch, dass Science in den USA dieselbe
Position einnehmen möge, wie Nature in England [1]. Die ersten Aufsätze beschäftigten
sich mit Erzeugung, Transport und Anwendung elektrischer Energie im großen Maßstab:
für Kraftmaschinen in elektrisch angetriebenen Eisenbahnen [2] oder die Beleuchtung von
Stadtteilen [3]. Inzwischen sind die Visionen jener Autoren Realität geworden: Science
ist eine der international wichtigsten, wissenschaftlichen Zeitschriften und elektrische
Beleuchtung ist genauso selbstverständlich wie der Elektroantrieb in Hochgeschwindig-
keitszügen oder der U-Bahn. Aktuellere Science-Artikel behandeln dagegen nicht mehr
die Entwicklung von Elektromotoren, sondern die Funktion von Motoren und Maschinen,
die aus einzelnen Molekülen bestehen [4, 5]. Vorbild für diese Anwendungen sind die
ausgefeilten Proteinmotoren, die die Bewegungen in lebenden Zellen ermöglichen [6–8].
Anstelle der Stromversorgung ganzer Stadtteile werden heutzutage z.B. die einzelnen
Elektronentransferschritte im Enzym Cytochrom c Oxidase [9] verfolgt.
Grundlage für dieses Interesse am Mikrokosmos ist die Erkenntnis, dass die Natur
biochemische Reaktionen hervorgebracht hat, die sehr speziﬁsch und hocheﬃzient ab-
laufen und deren Verständnis somit von fundamentalem Interesse ist. In vielen dieser
Einzelreaktionen spielen molekulare Schalter eine zentrale Rolle [10–16]. Diese Mole-
küle existieren in zwei unterschiedlichen, stabilen Zuständen, welche sich reversibel
und gezielt ineinander umwandeln lassen. Eine Untergruppe der molekularen Schalter
sind photochrome Systeme, bei denen die Transformation mindestens in einer Richtung
lichtinduziert stattﬁndet und sich beide Zustände in ihren spektralen Eigenschaften von-
einander unterscheiden. Deswegen bezeichnet man solche Stoﬀe auch als photoschaltbare
Moleküle oder kurz als Photoschalter. Die bei photochromen Systemen auftretenden
Reaktionen sind z.B. Ladungstransfer, Ringöﬀnung bzw. -schluss und Isomerisierung an
Doppelbindungen. Bekannte Proteine, deren Funktionen auf Photoschaltern beruhen,
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sind Phototropine, Phytochrome und Retinalproteine. Als ein photochromer Prozess
sei hier lediglich die lichtinduzierte 11-cis → all-trans-Isomerisierung des Retinals im
Rhodopsin in der Retina des menschlichen Auges genannt, die einen wichtigen Teil des
Sehprozesses darstellt. Die Evolution hat hier oﬀensichtlich molekulare Schalter hervorge-
bracht, die speziﬁsch, eﬃzient und mit hoher Zykluszahl biochemische Reaktionen steuern.
Mit der lichtinduzierten Auslösung der Reaktion und der spektralen Unterscheidbarkeit
der photochromen Zustände kann der Reaktionsverlauf spektroskopisch hervorragend
charakterisiert werden.
Das zugrundeliegende Prinzip kann man ebenso für die Untersuchung von Proteinen
und Peptiden ohne natürliches Chromophor ausnutzen. Dabei wird ein artiﬁzieller
molekularer Schalter an die interessierende Spezies gekoppelt und erlaubt so beispielsweise
die lichtgesteuerte Kontrolle von Proteinaktivität [17], DNA-Bindung [18, 19] oder die
Kontrolle der Konformation von Peptiden [20–24]. Einige wichtige Beispiele für künstliche
Photoschalter zur Kontrolle von Peptiden sind:
• Ableitungen des Retinals, die über eine protonierte Schiﬀsche Base kovalent gebun-
den werden [25]
• Thioamide, die sich als Aminosäuren direkt in das Peptid-Rückgrat integrieren
lassen und dessen Struktur nur minimal stören [21]
• Hemithio-Indigo basierte Photoschalter, die als künstliche Aminosäuren in das
Peptid-Rückgrat eingebaut werden [26]
• Azobenzol basierte Photoschalter, die entweder ins Rückgrat des Peptids eingebaut
werden oder über die Seitenketten mit dem Peptid verbunden werden [23, 24, 27]
Neben den bisher erwähnten, reversibel schaltenden Systemen hat sich eine weitere
Methode zur Untersuchung biochemischer Reaktionen etabliert: der Einsatz photolabiler
Schutzgruppen, sogenannter caged compounds. Bei diesen wird mit Hilfe eines Licht-
pulses eine zuvor inaktive chemisch oder biologisch relevante Substanz freigesetzt, die
dann wiederum die interessierende Reaktion auslöst. Dieser Prozess ist im Allgemeinen
irreversibel, so dass caged compounds streng genommen nicht zu den Photoschaltern
zählen.
Die Erforschung künstlicher photochromer Systeme und molekularer Schalter ist ein
eigenständiges und wachsendes Forschungsfeld [28–31]. Es ﬁnden sich Anwendungen als
optische Speichermedien und optronische Logik-Bausteine [32–40] sowie in der Herstellung
zwei- oder dreidimensionaler Strukturen, die sich mit Licht manipulieren lassen [27, 41–44].
Weiterhin konnte in der Fluoreszenzmikroskopie durch die Verwendung von Molekülen
mit schaltbaren Emissionseigenschaften eine Auflösung von unter 20nm realisiert werden
[45, 46].
2In dieser Arbeit wurde zeitaufgelöste Infrarotspektroskopie eingesetzt, um die Struk-
turdynamik verschiedener artiﬁzieller sowie natürlicher photoschaltbarer Systeme zu
untersuchen. Eine detaillierte Einführung in die jeweilige Fragestellung ist jedem Kapitel
vorangestellt, so dass an dieser Stelle darauf verzichtet werden kann.
• Die drei Konstitutionsisomere des Nitrophenylacetats gehören zur Gruppe der caged
compounds. Hier wird nach Anregung mit ultraviolettem Licht die Abspaltung von
CO2 beobachtet. Die damit induzierte Erhöhung der CO2-Konzentration kann dann
wiederum in der Untersuchung von CO2-abhängigen, enzymatischen Reaktionen
verwendet werden.
• Mit der Charakterisierung der Chromophorisomerisierung im bakteriellen Retinal-
protein Proteorhodopsin wird ein natürliches photochromes System untersucht.
• Die Seitenkettenverbrückung einer Peptidsequenz mit einem Azobenzol-basierten
künstlichen Photoschalter wurde ausgenutzt, um die lichtgesteuerte Entfaltung eines
synthetischen Modellcollagens zu ermöglichen. Sowohl der verwendete Photoschalter
als auch die gekoppelte Sequenz werden spektroskopisch charakterisiert.
32 Theoretische Grundlagen
The diﬀerence between theory and
practice is, that in theory there is no
diﬀerence between theory and practice,
but in practice there is.
(Lawrence Peter Berra, „Yogi“)
Durch die Untersuchung mit Licht oder von Licht lässt sich viel wertvolles Wissen über
unsere Umwelt erlangen. Informationen über ferne Galaxien oder Abläufe in unserer
Sonne können beispielsweise nur auf diesem Wege erhalten werden, eine Untersuchung
mit anderen Methoden ist ausgeschlossen. Als Licht bezeichnet man dabei das gesamte
elektromagnetische Spektrum von der langwelligen kosmischen Hintergrundstrahlung
bis zu den energiereichen 
-Quanten der Kernzerfälle. Entsprechend vielfältig sind die
auftretenden physikalischen Phänomene und Messmethoden. Diese Arbeit beschäftigt sich
mit zeitaufgelöster Spektroskopie im infraroten und sichtbaren Spektralbereich, deshalb
werden im Folgenden einige wichtige Prinzipien dargelegt, soweit sie zum Verständnis
notwendig sind.
2.1 Spektroskopische Grundlagen
Allgemeine Grundkenntnisse über die Absorptionsspektroskopie werden vorausgesetzt
und können bei Bedarf in entsprechenden Lehrbüchern nachgeschlagen werden. Dieser
Abschnitt dient insofern nur der Festlegung einiger Begriﬄichkeiten.
Damit eine Absorption der Lichtquanten durch die untersuchte Probe stattﬁnden
kann, muss die Energie der Photonen resonant mit einem erlaubten Übergang zwischen
besetzten und unbesetzten molekularen Energieniveaus sein. Für die Photonenenergie E
gilt:
E = h =
hc

= hc~  (2.1)
mit dem Planckschen Wirkungsquantum h = 6;626  10 34 Js und der Lichtgeschwindig-
keit c = 2;99  108 m/s. Die Energie der Lichtquanten kann also durch unterschiedliche
Messgrößen charakterisiert werden. In der UV/vis-Spektroskopie ist die Angabe der
Wellenlänge  in der Einheit nm üblich, während in der IR-Spektroskopie meist die
Wellenzahl ~  in der Einheit cm 1 verwendet wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
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Experimente in den Spektralbereichen des ultravioletten1 und sichtbaren2 sowie des
mittleren infraroten3 Lichtes durchgeführt.
2.2 UV/vis-Absorptionsspektroskopie
Die Absorption von Licht im ultravioletten und sichtbaren Spektralbereich führt zur An-
regung von Valenzelektronen. Die erlaubten Übergänge lassen sich anhand der beteiligten
Molekülorbitale klassiﬁzieren. Man unterscheidet bindende - und -, nichtbindende
n- sowie antibindende - und -Orbitale. Neben der Energieerhaltung ergeben sich
weitere Auswahlregeln: Aus der Erhaltung des Gesamtspins S ergibt sich, dass nur
Übergänge derselben Multiplizität (M = 2S + 1) erlaubt sind. Ist der Gesamtspin
des elektronischen Grundzustands gleich Null, dann sind nur Übergänge innerhalb des
Singulettsystems erlaubt. In diesem Sinne bedeutet S1(n)-Zustand: Anregung eines
Elektrons aus einem n-Orbital des elektronischen Grundzustands in ein -Orbital, was
dem ersten elektronisch angeregten Singulettzustand entspricht.
Eine wichtige Größe, die den Übergang eines Moleküls aus dem Zustand i in den




i  kd (2.2)
Hierbei sind  der elektrische Dipoloperator und  i,  k die elektronischen Wellenfunk-
tionen der beiden Zustände.
Bei dem Übergangsdipolmoment handelt es sich um eine vektorielle Größe und die
Wahrscheinlichkeit eines Übergangs ist proportional zum Betragsquadrat jikj2. Für
linear polarisiertes Licht ist die Wahrscheinlichkeit der Absorption durch ein Molekül
maximal, wenn der elektrische Feldvektor und das molekulare Übergangsdipolmoment
parallel orientiert sind und Null, wenn beide senkrecht aufeinander stehen. Dazwischen
ergibt sich eine cos2-Verteilung. Die Verwendung von polarisiertem Licht führt also
zu einer bevorzugten Absorption durch Moleküle mit einer bestimmten räumlichen
Orientierung.
2.3 Infrarotspektroskopie
Im infraroten Spektralbereich lassen sich die Übergänge zwischen den Schwingungsniveaus
eines Moleküls beobachten. Voraussetzung für die Anregung einer Schwingung durch die
Absorption elektromagnetischer Strahlung ist, dass die Schwingung mit einer Änderung
des molekularen Dipolmoments verbunden ist.
1UV: 200nm bis 400nm (25000cm
 1 – 50000cm
 1)
2vis: 400nm bis 750nm (13000cm
 1 – 25000cm
 1)




Im einfachsten Fall kann man ein zweiatomiges Molekül betrachten, welches als









mit der Kraftkonstanten k und der reduzierten Masse  = m1m2
m1+m2. Daraus ergeben sich
mit der Schwingungsquantenzahl v = 0;1;2;::: und dem Planckschen Wirkungsquantum








In der harmonischen Näherung sind nur Übergänge mit v = 1 erlaubt, was Energiedif-




 entspricht. Daran kann man leicht nachvollziehen, dass
die Wellenzahl eines solchen Schwingungsübergangs empﬁndlich von der Kraftkonstante
der Bindung und den Massen der Atome abhängt.
Die zugrundegelegte Annahme einer linearen Rückstellkraft ist jedoch eine sehr gro-
be Näherung, eine realistischere Beschreibung liefert das empirisch gefundene Morse-
Potential:









mit dem Gleichgewichtsabstand re, der auf das Minimum der Potentialkurve bezogenen
Dissoziationsenergie De und einer Konstante a, die sich aus der Kraftkonstante im
Minimum und der Dissoziationsenergie ergibt. Die Energieniveaus dieses anharmonischen
Oszillators sind nicht mehr äquidistant, ihr Abstand nimmt bei steigender Schwingungs-
quantenzahl v ab. Außerdem sind nun Übergänge mit v = 1;2;3;::: erlaubt, was
zur zusätzlichen Absorption bei Obertönen im Infrarotspektrum führt.
2.3.1 Normalmoden
Betrachtet man Moleküle aus N Atomen, dann besitzen lineare 3N  5 und nicht-lineare
Moleküle 3N   6 interne Freiheitsgrade, die Normalschwingungen. Die übrigen 5 bzw.
6 Freiheitsgrade beschreiben die Translation und die Rotation des gesamten Moleküls
im Laborkoordinatensystem. In der harmonischen Näherung stellen die Normalmoden
eine orthogonale Basis zur Lösung der Bewegungsgleichung der Atome dar, sie sind also
vollständig entkoppelt. Bei Betrachtung eines anharmonischen Potentials gilt dies jedoch
nicht mehr, die auftretenden anharmonischen Kopplungen führen zu Resonanzeﬀekten
und Kombinationsschwingungen, die ebenfalls im Infrarotspektrum auftreten. Die anhar-
monische Kopplung an niederfrequente Schwingungsmoden kann zu einer ausgeprägten
Temperaturabhängigkeit der gemessenen Absorptionsbanden führen. Ebenso beeinﬂusst
die Wechselwirkung mit Lösungsmittelmoden die Lage einer Infrarotabsorptionsbande
und derartige Eﬀekte sind bei der Auswertung der Spektren zu berücksichtigen.
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Trotz der Vielzahl an möglichen Schwingungsmoden und -frequenzen zeichnet sich die
Infrarotspektroskopie durch eine hohe Struktursensitivität aus. Oberhalb von 1500cm 1
lassen sich Bereiche des Spektrums unterscheiden, die charakteristisch für bestimm-
te funktionelle Gruppen sind. Darüberhinaus können auch geringe Änderungen von
Bindungskräften und -längen nachgewiesen oder Schwingungsfrequenzen bestimmter
Gruppen durch Isotopenmarkierung identiﬁziert werden.
Besonders wichtig für die Untersuchung von Peptiden und Proteinen sind die Normal-
schwingungen der Peptidbindungen. Bei einigen Moden hängt die Kopplung zwischen den
Schwingungen benachbarter Peptidbindungen von der Konformation des Rückgrats ab,
so dass sich aus dem Infrarotspektrum oft Informationen über die Sekundärstruktur ab-
leiten lassen. Hier werden nur die vier hochfrequentesten Normalmoden der Peptidgruppe
vorgestellt [47–49].
AmidA- und AmidB-Mode
Diese Schwingungsmoden entsprechen der N–H-Streckschwingung (N–H) und liegen
bei ~   3300cm 1 und ~   3070cm 1. Sie koppeln nicht mit anderen Moden des
Peptidrückgrats, sind also nicht konformationssensitiv, reagieren jedoch auf Änderungen
in der Stärke der Wasserstoﬀbrückenbindung.
AmidI
Die AmidI-Mode entspricht der C=O-Streckschwingung (C=O) mit geringen Beiträgen
anderer Schwingungen und liegt typischerweise zwischen 1630cm 1 und 1690cm 1.
Aufgrund der Kopplung mit den Streckschwingungen benachbarter Peptid-Carbonyl-
gruppen wird ihre Frequenz maßgeblich durch die Konformation des Rückgrats, also die
Winkel  und   beeinﬂusst. Daher kann aus der Bandenposition und -form meist auf
die Sekundärstruktur eines Proteins geschlossen werden. Beispielsweise ﬁndet sich bei
-helikalen Proteinen nur eine Bande bei etwa 1650cm 1, während das Spektrum einer
-Faltblattstruktur in diesem Bereich wegen der Kopplung der Übergangsdipolmomente4
in zwei Banden bei etwa 1630cm 1 und 1685cm 1 aufspaltet. Die Kopplung mit der
N–H-Beugeschwingung führt beim H/D-Austausch an der Aminogruppe zu einer leichten
Rotverschiebung der AmidI-Bande von bis zu 10cm 1.
AmidII-Mode
Diese entsteht durch die gegenphasige Kombination aus N–H-Beugeschwingung s(N–H)
und C–N-Streckschwingung (C–N) mit geringen Beiträgen weiterer Gruppen. Die
Absorptionsbande liegt bei etwa 1550cm 1. Die AmidII-Mode zeigt ebenfalls eine
starke Abhängigkeit von der Konformation des Peptidrückgrats, allerdings ist eine
direkte Ermittlung der Sekundärstruktur aus ihrer Bandenform meist nicht möglich. Die
Deuterierung der Amidgruppe verändert die reduzierte Masse der N–D-Gruppe. Wegen
4engl.: Transition Dipole Coupling
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der damit verbundenen Frequenzverschiebung sind die s(N–D)- und (C–N)-Schwin-
gungen entkoppelt, man bezeichnet die entstandene Normalschwingung als AmidII0-Mode.
Ihre Schwingungsfrequenz wird durch die C–N-Streckschwingung bestimmt und sie liegt
zwischen 1460cm 1 und 1490cm 1.
AmidIII
Die AmidIII Schwingungsmode entsteht durch die phasengleiche Kombination aus N–H-
Beugeschwingung s(N–H) und C–N-Streckschwingung (C–N) mit geringen Beiträgen
weiterer Gruppen. Sie absorbiert im Spektralbereich von 1200cm 1 bis 1400cm 1 und
hängt von der Konformation der Peptidbindung, aber auch von der Struktur der Seitenket-
ten ab. Die N–H-Beugeschwingung ist Teil vieler Normalmoden im diesem Spektralbereich.
Bei Deuterierung der Amidgruppe entkoppeln die s(N–D)- und (C–N)- Schwingungen,
es wird keine AmidIII-Signatur mehr beobachtet.
2.3.2 H/D-Austausch
Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass die Deuterierung der Amidgruppe einen großen
Einﬂuss auf die Frequenzen ihrer Normalmoden hat. Die mit einer solchen Deuterierung
verbundenen Prozesse sollen hier noch einmal im Detail vorgestellt werden.
Zur Aufnahme von Infrarotspektren von Peptiden und Proteinen wird häuﬁg D2O
als Lösungsmittel verwendet, da der wichtige AmidI-Bereich in H2O nicht zugänglich
ist. In der Folge kommt es zu Austauschreaktionen der Wasserstoﬀisotope (1H→ 2H,
H/D-Austausch) an Seitenketten und der Aminogruppe des Peptidrückgrats. Die Rate
dieser Säure-Base-Reaktion ist allgemein abhängig von der Temperatur und dem pH-Wert.
Die Aminogruppe eines Peptids ist ein Ampholyt und kann sowohl sauer als auch basisch
reagieren. Durch die anschließende sehr schelle Rückreaktion mit dem Lösungsmittel wird
der Ausgangszustand wieder hergestellt. Wegen des im Überschuss vorliegenden Deuteri-
ums erfolgt so der quantitative Austausch aller zugänglichen Protonen gegen Deuterium.
Die basenkatalysierte Deprotonierung bzw. die säurekatalysierte Protonierung ist hier der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt [50, 51]. Das wird z.B. in Quenching-Experimenten
benutzt, um durch eine schnelle Änderung des pH-Wertes die Austauschreaktion um
mehrere Größenordnungen zu verlangsamen. Auf diese Weise lassen sich die eingefro-
renen Zustände der schnellen Protonenaustauschreaktionen mittels NMR- oder auch
Massenspektroskopie untersuchen [52]. Es werden auch nicht alle Protonen eines Peptids
ausgetauscht, beispielsweise wird eine solche Reaktion bei CH oder CH2 Gruppen generell
nicht beobachtet.
Außerdem hängt die Austauschrate einer Gruppe von ihrer Umgebung ab: Wasserstoﬀ-
brückenbindungen und die Zugänglichkeit zum Lösungsmittel spielen eine wesentliche
Rolle, aber auch die vorhandenen Seitenketten [53, 54]. Bei Raumtemperatur und neu-
tralem pH-Wert erfolgt der Protonenaustausch aller lösungsmittelexponierten freien
Aminogruppen innerhalb weniger Minuten. Für Amid-Protonen in strukturierten nicht
zugänglichen Teilen von Proteinen ist der Austausch teilweise auch nach mehreren Tagen
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noch nicht abgeschlossen [48, 49, 55–57]. Selbst solvensexponierte Amid-Protonen sind
teilweise gegen den H/D-Austausch geschützt. Für kleine Moleküle wurde eine Verrin-
gerung der Rate durch Wasserstoﬀbrückenbindung um nahezu sechs Größenordnungen
gezeigt [55].
Die Beobachtung des H/D-Austausches stellt eine elegante Möglichkeit dar um die
dreidimensionale Struktur und Flexibilität von Peptiden und Proteinen zu untersuchen.
Die Infrarotspektroskopie ist besonders geeignet um das Fortschreiten der Austausch-
reaktion zu verfolgen [55, 56, 58], da der Isotopentausch mit einer charakteristischen
Frequenzverschiebung der zugehörigen Banden verbunden ist. Häuﬁg wird die Intensi-
tätsabnahme der AmidII-Bande als Indikator für den Grad der Deuterierung betrachtet,
da sie eine große Verschiebung von etwa 100cm 1 aufweist (AmidII→AmidII0).
Zustandsänderungen wie beispielsweise die Entfaltung von Proteinen beeinﬂussen
die Austauschbarkeit zuvor geschützter Protonen massiv. So können Gruppen, die bei
Raumtemperatur unzugänglich sind, nach der Entfaltung deuteriert werden. Häuﬁg ist
die Austauschrate schneller als die Entfaltungskinetik, dann kann die Entfaltung im
Infrarotbereich in Echtzeit verfolgt werden [57].
Bei diesen Experimenten ist auch der Einﬂuss auf das Lösungsmittel zu bedenken.
Durch den H/D-Austausch von D2O entsteht HDO. Dabei führen nicht nur die ausge-
tauschten Protonen der Probe selbst, sondern auch gebundene Wassermoleküle zur Erhö-
hung der HDO-Konzentration. Dessen Absorptionsbanden bei 3400cm 1 und 1460cm 1
überlagern das Spektrum im Bereich der AmidA-, AmidB-, und AmidII0-Banden. Kann
man die Konzentration von H2O und HDO bestimmen, dann lassen sich die gemessenen
Spektren entsprechend korrigieren [59].
2.4 Relaxationsprozesse nach elektronischer Anregung
Die Absorption des Anregungsphotons führt zunächst zu einer nicht-thermischen Beset-
zung hochfrequenter Schwingungsmoden in der Franck-Condon-Region des elektronisch
angeregten Zustands. Die durch das Molekül aufgenommene Photonenenergie wird nun
durch unterschiedliche strahlungslose und strahlende Prozesse wieder abgegeben. Dies ist
im Jablonski-Diagramm in Abbildung 2.1 schematisch dargestellt. Die einzelnen Schritte
werden im Folgenden näher erläutert.
Am schnellsten ist in der Regel die intramolekulare Schwingungsenergieumverteilung
(IVR5). Dabei wird die Energie der angeregten hochfrequenten Moden an die niederfre-
quenten Schwingungen des Moleküls umverteilt. Gleichzeitig ändert sich die molekulare
Geometrie, so dass durch interne Konversion sehr schnell der niedrigste elektronisch
angeregte Zustand erreicht wird. Das ist die Ursache für die Beobachtung, dass Fluores-
zenz oder photochemische Reaktionen meist unabhängig von der Anregungsenergie vom
niedrigsten elektronisch angeregten Zustand gegebener Spinmultiplizität ausgehen. Man
bezeichnet dies auch als Kashas Regel [60, 61].
5engl.: Internal Vibrational Redistribution
102.4 Relaxationsprozesse nach elektronischer Anregung
Von hier aus kann die Energie z.B. unter Emission eines Photons oder strahlungs-
los durch Energieabgabe an die Umgebung wieder abgegeben werden, wobei höhere
Schwingungsniveaus des Moleküls in der ursprünglichen Grundzustandgeometrie bevöl-
kert werden. Eine andere Möglichkeit ist die Teilnahme an einer chemischen Reaktion,
wobei eine veränderte Struktur im Grundzustand eingenommen wird. Beispiele sind
Isomerisierungen, intra- oder intermolekulare Ladungs- oder Protonentransferreaktionen,
das Öﬀnen oder Schließen von Ringsystemen oder auch die Dissoziation des Moleküls.
Bei allen strahlungslosen Prozessen wird die Exzessenergie zunächst intramolekular auf
die Schwingungsmoden des Moleküls und letztendlich auch intermolekular auf die des
Lösungsmittelbades übertragen.
Abhängig von der molekularen Struktur kann ebenfalls ein Übergang in den Triplettzu-
stand erfolgen (Interkombination6). Dieser ist mit einer optisch verbotenen Spinumkehr
verbunden. Die Anwesenheit von Schweratomen oder bestimmter funktioneller Gruppen
(z.B. Nitrofunktionalitäten) mit hoher Spin-Bahn-Kopplung kann dieses jedoch stark
begünstigen. Auch hier kommt es zur schnellen Relaxation in den niedrigsten T1-Zustand,
welcher wiederum strahlungslos über die oben genannten Mechanismen oder langsam
über Phosphoreszenz deaktiviert werden kann.
2.4.1 Einﬂuss der Relaxationsprozesse auf das Infrarotspektrum
Die elektronische Anregung eines Moleküls hat einen starken Einﬂuss auf die Absorpti-
onsbanden im infraroten Spektralbereich, da sich die Potentiale des angeregten und des
Grundzustandes hinsichtlich der Kraftkonstanten und Gleichgewichtsabstände grund-
legend unterscheiden. Zudem ist mit der elektronischen Anregung meist die Anregung
hochfrequenter Schwingungsmoden verbunden, die aufgrund des anharmonischen Poten-
tials rotverschoben absorbieren.
Mit der IVR wird die Schwingungsenergie dieser Franck-Condon-Moden an nieder-
frequente Schwingungen und teilweise bereits an das Lösungsmittel abgegeben. Die
anharmonische Kopplung dieser angeregten niederfrequenten Moden führt bei den be-
obachteten hochenergetischen Schwingungen wiederum zu Veränderungen der Absorp-
tionsbanden. Abhängig von den Kopplungselementen schieben diese zu höheren oder
niedrigeren Wellenzahlen und es kommt in der Regel zu Veränderungen der Bandenform
und Intensität.
Diese Prozesse ﬁnden ebenso nach dem Übergang in den Grundzustand statt, unabhän-
gig davon, ob eine photochemische Reaktion abgelaufen ist oder wieder das urprüngliche
Molekül vorliegt. Da die Schwingungsenergieumverteilung nach der elektronischen Deak-
tivierung auf der Zeitskala von Pikosekunden stattﬁndet, wird sehr schnell wieder eine
thermische Besetzung der Energieniveaus bei starker Erhöhung der molekularen Tempe-
ratur erreicht. In der Folge kommt es durch die Kopplung mit Lösungsmittelmoden zur
Abkühlung des Moleküls und somit einer Angleichung mit der Umgebungstemperatur. Ty-
pischerweise erfolgt dieser Kühlprozess auf der Zeitskala von einigen zehn Pikosekunden
6engl.: Intersystem Crossing, ISC
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Abbildung 2.1: Jablonski Diagramm: Schematische Übersicht der molekularen Energieniveaus und
der nach Photoanregung im UV/vis-Bereich ablaufenden molekularen Prozesse. Die Zeichnung wurde
freundlicherweise von M.-K. Verhoefen zur Verfügung gestellt und modiﬁziert.
[62, 63]. Insofern sind in den transienten Infrarotspektren auch Absorptionsdiﬀeren-
zen einzubeziehen, die allein auf der Temperaturerhöhung der Lösungsmittelumgebung
beruhen.
Schließlich wird die Wärmeenergie innerhalb der Probenzelle durch Konvektion und
Wärmeleitung wieder an die Umgebung abgegeben. Diese Prozesse sind deutlich lang-
samer und ﬁnden im Zeitbereich von Millisekunden statt, sie brauchen in den hier
aufgenommenen transienten Infrarotspektren nicht beachtet werden.
2.5 Anreg-/Abtast-Spektroskopie
Chemische und biologische Reaktionen treten in vielfältiger Weise in der Natur und All-
tagserfahrung auf. Ihre Beobachtung beschränkt sich dabei meist auf die vergleichsweise
langsame Verlagerung chemischer Gleichgewichte, wie das Aushärten von Cyanacrylat
(Sekundenkleber), die Denaturierung von Eiweiß beim Kochen von Eiern, die Verfärbung
abgefallener Blätter oder die Bildung von Grünspan auf Dachrinnen aus Kupfer. Wäh-
rend der makroskopische Reaktionsfortschritt bei diesen Beispielen im Zeitbereich von
Sekunden bis Jahren liegt, laufen die damit verbunden mikroskopischen, also molekularen,
Prozesse wesentlich schneller ab.
Die elementaren Prozesse bei chemischen Reaktionen sind die Bildung oder das Lösen
molekularer Bindungen oder Änderungen der räumlichen Struktur eines Moleküls. Die
Zeitskala auf der diese ablaufen wird folglich durch die damit verbundenen Kernbewe-
gungen bestimmt und liegt im Bereich der Periodendauer molekularer Schwingungen
im Bereich von einigen Femtosekunden bis Pikosekunden. Für die Untersuchung des
Reaktionsverlaufes benötigt man eine Messtechnik mit entsprechend hoher Zeitauflö-
sung. Die Echtzeitaufzeichnung elektronischer Messsignale ist dafür ungeeignet, da selbst
schnellste Oszilloskope mit 1GHz Bandbreite nur Signaländerungen im Nanosekunden-












Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau eines Anreg-/Abtastexperiments.
Signalverläufe zusätzlich verfälschen. Zudem stellt sich die Frage, wie man eine Reaktion
zum richtigen Zeitpunkt startet bzw. das Messgerät mit der Probe synchronisiert. Beide
Probleme lassen sich sehr elegant mit der Anreg-/Abtasttechnik7 lösen. Abbildung 2.2
zeigt den schematischen Aufbau eines solchen Anreg-/Abtastexperimentes. Ein sehr
kurzer Laserpuls wird in zwei Teile gespalten, von denen einer die Probe anregt, also
die Reaktion startet, und der zweite die Veränderung einer optisch messbaren Größe
wie z.B. der Absorption zu einem genau deﬁnierten Zeitpunkt abtastet. Im Allgemei-
nen ist das Spektrum des Lasers für die Anregung und/oder Abtastung nicht geeignet.
Unter Ausnutzung verschiedener nichtlinearer optischer Prozesse kann die Frequenz des
Lichtes in weiten Bereichen angepasst werden. Bei dieser Frequenzkonversion lassen sich
sowohl spektral breitbandige Pulse erzeugen, die z.B. die simultane Abtastung in ihrem
Spektralbereich ermöglichen oder hochintensive schmalbandige Pulse z.B. zur gezielten
Anregung eines bestimmten elektronischen Übergangs.
Anreg- und Abtastpuls sind über ihre optischen Wege miteinander synchronisiert
und mit Hilfe einer optischen Umwegstrecke in einem der Strahlengänge kann eine
beliebige Zeitverzögerung eingestellt werden. Die Messung der Zeitdiﬀerenz wird so in eine
Weglängenmessung überführt und es lassen sich leicht Auflösungen im sub-m-Bereich
erreichen, was Zeitverzögerungen von etwa 3fs entspricht. In diesem Fall ist die Zeit-
auflösung des Experimentes prinzipiell nur noch durch die Pulsdauern des verwendeten
Lasersystems bestimmt, diese liegt typischerweise im Bereich von etwa 10fs bis zu einigen
100fs. Um die komplette Zeitantwort des untersuchten Systems auf den Anregungspuls
zu erhalten wird nun die Messung mit unterschiedlichen Verzögerungszeiten wiederholt.
2.5.1 Transiente Absorptionsspektroskopie im mittleren Infraroten
Der konzipierte Aufbau dient der Absorptionspektroskopie im mittelinfraroten Spektralbe-
reich mit einer Zeitauflösung von etwa 0,3ps. Ziel ist die Aufzeichnung der lichtinduzierten
7engl.: pump/probe
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Absorptionsänderung der Probe A(~ ;t), die sich bei der Wellenzahl ~  zur Zeit t nach
der Anregung ergibt. Für das Absorptionsspektrum der angeregten (A(~ ;t)) und der
nicht-angeregten Probe (A(~ )) gilt nach dem Lambert-Beerschen Gesetz:












mit den jeweils detektierten Intensitäten des Lichtbündels I
0(~ ;t) bzw. I0(~ ) vor der
Probe und I(~ ;t) bzw. I(~ ) nach der Probe. Damit erhält man für die lichtinduzierte
Absorptionsdiﬀerenz:


























0(~ ;t) = I0(~ ) (2.10)
Gleichung 2.10 zeigt, dass eine Referenzmessung zur Bestimmung I
0(~ ;t) und I0(~ )
nicht notwendig ist, um die lichtinduzierte Absorptionsdiﬀerenz zu messen – solange die
Spektren der Abtastpulse vor der Probe für beide Messungen identisch sind.
In der Praxis lassen sich die Pulsspektren jedoch nicht exakt reproduzieren, so dass
erst die Mittelwertbildung über viele Einzelmessungen die erforderliche Auflösung liefert.
Dabei wird durch ein Unterbrecherrad jeder zweite Anregungspuls abgeblockt, so dass
I(~ ;t) und I(~ ) mit zwei aufeinanderfolgenden Abtastpulsen gemessen werden. Dies
kann zu Problemen führen, falls das untersuchte System nur langsam relaxiert oder gar
eine irreversible Reaktion auftritt. Hier ist ein kontinuierlicher Austausch der Probe
in der Messzelle erforderlich, so dass jede Einzelmessung nur an relaxierten bzw. nicht
angeregten Proben durchgeführt wird. Auf die Details der Datenauswertung wird bei
der Beschreibung des Messprogramms in Abschnitt 3.2 ab S. 51 genauer eingegangen.
2.5.2 Erzeugung ultrakurzer Laserpulse
Die Erzeugung immer kürzerer Laserpulse begann direkt nach der ersten Realisierung
eines Lasers [64] und ist heute in verschiedenen Übersichtsartikeln und Lehrbüchern
detailliert beschrieben [65–69]. Hier werden deshalb nur einige wichtige Begriﬀe erläutert.






Das optische Spektrum eines Laserpulses der Dauer t muss also mindestens die Band-
breite ! besitzen. Dementsprechend kommen prinzipiell nur solche Laser in Frage, die
eine ausreichende Verstärkungsbandbreite besitzen.
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Ein Laserresonator erzeugt jedoch stets ein Spektrum diskreter Frequenzen bzw.
Wellenlängen, welche die Bedingung für stehenden Wellen zwischen den Resonatorspie-
geln erfüllen. Das Auftreten eines im Resonator umlaufenen Laserpulses entspricht der
konstruktiven Interferenz vieler dieser sogenannten Longitudinalmoden. Im Fall eines
umlaufenden Pulses weisen alle diese Wellen eine feste Phasenbeziehung auf, man spricht
von der Kopplung der Resonatormoden. Um sehr kurze Pulsdauern von unter 1ns zu
erreichen benötigt man die Verstärkung aller Moden in einem breiten Spektralbereich und
ihre phasenrichtige Überlagerung. Im wesentlichen unterscheidet man zwei Techniken:
die aktive und die passive Modenkopplung.
Bei der aktiven Modenkopplung werden die optischen Eigenschaften eines im La-
serresonator integrierten Bauteils durch ein externes Signal moduliert. Entspricht die
Modulationsperiode genau der Umlaufzeit der Wellen im Resonator, dann lassen sich so
alle auftretenden Wellen miteinander koppeln. Die kürzesten erreichbaren Pulsdauern
sind durch die Umlaufzeit und die Modulationsfrequenz beschränkt und liegen bei etwa
10ps.
Bei der passiven Modenkopplung werden die optischen Eigenschaften eines nicht-
linearen Materials im Laserresonator durch die Laserstrahlung selbst moduliert. Es
sind keine externen Signale erforderlich und die Modulation ist automatisch mit den
Umläufen im Resonator synchronisiert. Im Grunde basieren alle diese Techniken darauf,
dass kürzere Pulse mit höheren Intensitäten geringere Verluste und damit eine höhere
Nettoverstärkung erfahren. Bei geschickter Auslegung bleibt nach genügend Umläufen
nur ein einziger Puls im Resonator übrig, alle anderen Signale werden unterdrückt
und liegen somit unterhalb der Laserschwelle. Dabei werden verschiedene optische
Eigenschaften genutzt um intensitätsabhängige Verluste einzuführen: sättigbare Absorber,
die Intensitätsabhängigkeit des Brechungsindex (Kerr-Eﬀekt) oder die hier verwendete
nichtlineare Polarisationsrotation.
Die erreichbaren Pulsenergien sind durch die Zerstörschwellen der Materialien im
Resonator beschränkt, so dass sich nur relativ schwache Pulse auskoppeln lassen. Um
dieses Problem zu beheben, können die Pulse in Anordnungen aus Gittern oder Pris-
men zeitlich gestreckt werden. Die gestreckten Pulse mit geringerer Spitzenintensität
werden dann in einen weiteren Laserresonator eingekoppelt, verstärkt und anschließend
wieder komprimiert. Man bezeichnet diese Technik als Chirped Pulse Ampliﬁcation und
die Lasersysteme kurz als CPA [70], da die künstlich eingeführte Dispersion zu einer
wellenlängenabhängigen Phasenverschiebung, einem sogenannten Chirp8 führt. Dieser
Einﬂuss der Dispersion wird in Abschnitt 2.5.5 ab S. 23 näher erläutert.
2.5.3 Nichtlineare Optik
Je nach verwendetem Kurzpulslasersystem lassen sich die Zentralwellenlängen der emit-
tierten Pulse nur um einige 10nm oder wie beim hier verwendeten System gar nicht
variieren. Um die Substanzen anzuregen und die lichtinduzierten Reaktionen danach im
8engl.: to chirp – zwitschern
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gewünschen Spektralbereich untersuchen zu können, sind also weitere Prozesse notwendig,
die zu einer Wellenlängenkonversion führen. Hierzu bedient man sich der nichtlinearen
Optik, deren wesentliche Grundzüge im Folgenden kurz dargestellt werden. Weiterführen-
de Informationen ﬁnden sich beispielsweise in entsprechenden Lehrbüchern [66–69, 71].
Außerdem sei noch auf das kostenlos erhältliche Programm SNLO hingewiesen, dass die
komfortable Berechnung und Optimierung verschiedenster nichtlinearer Prozesse für eine
große Anzahl von Kristallen erlaubt [72].
Optische Frequenzkonversion
Aus der Alltagserfahrung ist das Superpositionsprinzip des Lichtes bekannt, nach dem
zwei elektromagnetische Wellen, die sich in einem transparenten Medium überlagern,
nicht miteinander wechselwirken und nur ihre Summe als Interferenzmuster beobachtet
wird. Ursache für diese Beobachtung ist, dass das elektrische Feld des Lichtes nur zu
einer geringen Auslenkung der Elektronen führt, in diesem Fall kann deren Potential
näherungsweise als harmonisch betrachtet werden. Die durch die Ladungsverschiebung
in Atomen und Molekülen induzierten Dipolmomente ~ p(~ E) ergeben die makroskopische
dielektrische Polarisation ~ P(~ E) =
P
~ p(~ E). Diese ist proportional zur Feldstärke ~ E(t)
und dem linearen Suszeptibilitätstensor (1), man beﬁndet sich im Gültigkeitsbereich
der linearen Optik:
~ P  0(1) ~ E (2.12)
Bei sehr hohen elektrischen Feldstärken ist die harmonische Näherung unzureichend, es
sind zusätzliche Terme höherer Ordnung zu berücksichtigen. Unter Vernachlässigung der
Abhängigkeit der Polarisation von der magnetischen Flussdichte ~ B sowie der magnetischen
Suszeptibilität (r = 1) ergibt sich jedoch auch hier die dielektrische Polarisation pro
Volumeneinheit als ~ P(~ E) =
P
~ p(~ E) und man kann eine Reihenentwicklung durchführen:
~ P(~ E) = 0





~ E + :::

(2.13)
Die Suszeptibilität nter Ordnung (n) ist dabei ein Tensor der Stufe n+1. Die Werte sind
von der Größenordnung: (1)  1, (2)  10 10 cm
V , (3)  10 17 cm2
V2 . An diesen Zahlen
erkennt man, warum die Terme höherer Ordnung zwar bei extrem hohen Feldstärken,
wie sie beispielsweise bei kurzen Laserpulsen auftreten, eine Rolle spielen, jedoch im
Alltag nie beobachtet werden.
Betrachtet man nun die Überlagerung zweier ebener elektromagnetischer Wellen mit
den Frequenzen !1 und !2, die sich in ~ z-Richtung ausbreiten:
~ E = ~ E1 cos(!1t +~ k1  ~ z) + ~ E2 cos(!2t +~ k2  ~ z) (2.14)
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Dann erhält man für die induzierte Polarisation in einem isotropen dielektrischen Medium
nach Gl. (2.13):
~ P(!) = 0(1)
h





1 cos2(!1t +~ k1~ z) + ~ E2
2 cos2(!2t +~ k2~ z)




Mit cos2() = 1
2(1+cos(2)) und cos()+cos() = 1
2 [cos( + ) + cos(   )] ergeben
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(!1   !2)t + (~ k1  ~ k2)~ z
i
(2.16)
Beide Wellen wechselwirken also miteinander, die von ihnen induzierte Polarisation
führt zur Erzeugung neuer Frequenzen. Bei geeigneter experimenteller Auslegung können
bestimmte Prozesse sehr eﬃzient ablaufen. Die Prozesse bezeichnet man dann nach den
entstehenden Frequenzen: den frequenzunabhängigen Term E2
1E2
2 als optische Gleichrich-
tung, die Terme mit 2!1 und 2!2 als Frequenzverdopplung (SHG9), den Term !1 + !2
als Summenfrequenz- (SFG10) und !1   !2 als Diﬀerenzfrequenzerzeugung (DFG11). Da
es sich um die Wechselwirkung von drei elektromagnetischen Wellen handelt, spricht
man von Dreiwellenmischprozessen.
Die induzierte Polarisation ~ P hängt dabei sowohl von der Polarisation der einfallenden
Wellen (Ex, Ey, Ez), als auch von den Eigenschaften und der Symmetrie des Mediums ab,
also von den Komponenten des Suszeptibilitätstensors. Dies lässt sich gut nachvollziehen,


















Neben ausreichender Lichtintensität ist die Auswahl eines geeigneten nichtlinearen
Mediums und die Anpassung der Polarisation der einlaufenden Strahlen besonders
wichtig, um einen der genannten Prozesse zu ermöglichen.
9engl.: Second Harmonic Generation
10engl.: Sum Frequency Generation
11engl.: Diﬀerence Frequency Generation
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Für die Dreiwellenmischprozesse gilt darüberhinaus die Energie- und Impulserhaltung,
mit !3 = !1 + !2 und ~ p =  h~ k ergibt sich:
 h!3 =  h!1 +  h!2 + E (2.18)
 h~ k3 =  h~ k1 +  h~ k2 + ~ k (2.19)
Sowohl für die beteiligten Lichtwellen als auch für die induzierte Polarisation im dielek-
trischen Medium kann – bei den hier betrachteten Pulsdauern im Bereich von mehreren
zehn Femtosekunden – angenommen werden, dass sich die Amplituden im Vergleich
zur Schwingungsperiode des Lichtes (  10 15s) nur langsam ändern. Somit kann die
Gültigkeit der SVEA12 angenommen werden und es gilt: E = 0. Das entspricht der
Vorstellung, dass zwei niederenergetische Photonen der Energie  h!1 und  h!2 zu einem
Photon höherer Energie  h!3 verschmolzen werden bzw. umgekehrt, dass ein hochenerge-
tisches Photon in zwei niederenergetische aufgespalten wird. Der Fehlerterm  h~ k lässt
sich als Impulsunschärfe im Sinne der Orts-Impuls-Unschärferelation (x  p   h=2)
auffassen. Die sich daraus ergebenden Konsequenzen werden im nächsten Abschnitt
genauer erläutert.
Analog zu den hier dargelegten Betrachtungen lassen sich auch die mit der Suszep-
tibilität dritter Ordnung (3) verbundenen Prozesse motivieren. Es handelt sich unter
anderem um die Frequenzverdreifachung, die Vierwellenmischung, die Selbstfokussie-
rung und Selbstphasenmodulation, die induzierte Rayleigh- und Ramanstreuung und
die Zwei-Photonen-Absorption. Auf eine Darstellung der Prozesse dritter und höherer
Ordnung wird verzichtet. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass die Weißlichterzeugung
(Abschnitt 2.5.4) im Wesentlichen auf optisch nichtlinearen Eﬀekten dritter Ordnung
basiert.
Phasenanpassung in optisch anisotropen Kristallen
In der Motivation der Frequenzkonversion durch optisch nichtlineare Prozesse wurden
unendlich ausgedehnte Wellen verwendet und danach gilt z.B. für die Summenfrequenzer-
zeugung:
 h~ k3 =  h~ k1 +  h~ k2 (2.20)
Das Verschwinden der Phasenfehlanpassung ~ k aus Gleichung 2.19 entspricht der
konstruktiven Überlagerung der an verschiedenen Orten ~ z und ~ z + ~ z erzeugten Wellen.
Mit der frequenzabhängigen Brechzahl n(!) und der Lichtgeschwindigkeit c erhält man





12engl.: Slowly Varying Envelope Approximation
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mit k = 0 folgt:
n(!3)!3 = n(!1)!1 + n(!2)!2 (2.23)
Diese Bedingung kann in isotropen Medien im Allgemeinen nicht erfüllt werden, denn
für Spektralbereiche ohne Absorptionslinien liegt normale Dispersion vor und es gilt:
!3 > !2  !1 ) n(!3) > n(!2)  n(!1) (2.24)
In diesem Fall könnten nur sehr dünne Medien eingesetzt werden, so dass der optische
Weg im Material kürzer als die Kohärenzlänge der am Mischprozess beteiligten Wellen
ist, also der Länge, nach der es zur Auslöschung der an verschiedenen Orten erzeugten
Wellen kommt. Im Sinne von Gleichung 2.19 bedeutet ein dünner Kristall, dass der Ort
der Frequenzkonversion sehr genau bekannt ist (x ! 0) und daher der Impuls der
erzeugten Welle eine größere Unschärfe erfährt. So kann jedoch nur eine sehr schwache
Konversion erreicht werden: da die Konversionseﬃzienz quadratisch mit der Weglänge im
Kristall anwächst, ist für eine eﬃziente Konversion die Verwendung wesentlich dickerer
Kristalle notwendig.
Einen Ausweg bieten optisch anisotrope Medien: wegen der Doppelbrechung kann für
unterschiedlich polarisierte Strahlung eine Anpassung der Brechungsindizes und damit
der Phasengeschwindigkeiten erreicht werden. Man unterscheidet generell optisch uni-
axiale Kristalle, die durch zwei (nx = ny 6= nz) und optisch biaxiale Kristalle, die durch
drei verschiedene Brechungsindizes (nx;ny;nz) charakterisiert sind. Weiterhin werden
nur die besonders wichtigen, uniaxialen Kristalle betrachtet. Diese besitzen eine Symme-
trieachse, die optische Achse. Ist ein Strahl senkrecht zur optischen Achse polarisiert,
dann bezeichnet man ihn als den ordentlichen Strahl, er erfährt einen Brechungsindex
no (ordinary) und folgt dem Brechungsgesetz nach Snellius.
Ein Strahl, dessen Polarisation in der Ebene aus seiner Ausbreitungsrichtung und der
optischen Achse liegt wird als außerordentlich bezeichnet. Er folgt nicht dem Snellius-
Gesetz, denn sein Brechungsindex n() hängt von Winkel  zwischen optischer Achse und















e cos2() + n2
o sin2()
(2.26)
Einfallendes Licht wird entsprechend seiner Polarisation ggf. in einen ordentlichen und
einen außerordentlichen Anteil aufgespalten. Oﬀensichtlich verschwindet diese Dop-
pelbrechung für Transmission entlang der optischen Achse. Wegen der verschiedenen
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TypI TypII
!1 !2 !3 !1 !2 !3
negativ uniaxial o o e o e e
positiv uniaxial e e o e o e
Tabelle 2.1: Mögliche Anordnung für die Phasenanpassung in negativ und positiv uniaxialen Kristallen
für einen Dreiwellenmischprozess mit !1 + !2 = !3 und !3  !2 > !1 nach [73]. Angegeben ist die
Polarisation der Wellen, also ob sie als ordentlicher (o) oder außerordentlicher Strahl (e) propagieren.
Brechungsindizes des ordentlichen (no) und des außerordentlichen (n()) Strahls ist eine
Phasenanpassung durch geeignete Wahl des Winkels  möglich.
Für die uniaxialen Kristalle wurden bereits 1965 von Midwinter und Warner die
Bedingungen für Phasenanpassung formuliert [73]. Generell wird zwischen TypI- und
TypII-Phasenanpassung unterschieden: Bei TypI-Phasenanpassung sind die beiden
niederfrequenten Wellen (!1 und !2) parallel zueinander polarisiert, bei TypII senkrecht.
Die Art des Kristalls bestimmt, welche der am Mischprozess beteiligten Wellen als
ordentliche und welche als außerordentliche Strahlen propagieren. Man unterscheidet
negativ uniaxiale Kristalle (ne < no) und positiv uniaxiale Kristalle (ne > no), die
möglichen Konﬁgurationen für die Phasenanpassung sind in Tabelle 2.1 aufgelistet. Die
in dieser Arbeit verwendeten Kristalle aus -Bariumborat (BBO) und Silberthiogallat
(AgGaS2) sind negativ uniaxial, der Kristall aus Kaliumtitanylphosphat (KTP) ist positiv
biaxial.
Neben der Phasenanpassung in doppelbrechenden Materialien kann Quasi-Phasenan-
passung in sogenannten periodisch gepolten Kristallen erreicht werden, was in jüngster
Zeit sehr erfolgreich eingesetzt wird [74, 75]. In diesen Kristallen wechseln sich Bereiche
mit unterschiedlicher Orientierung der ferroelektrischen Domänen ab und sorgen so für
einen Phasensprung in der Kopplung der am Mischprozess beteiligten Wellen innerhab der
Kohärenzlänge. Einer der bekanntesten Vertreter dieser Klasse ist der PPLN-Kristall13.
Optisch Parametrische Verstärkung
Nichlineare optische Eﬀekte zweiter Ordnung erlauben die Erzeugung von Licht mit
durchstimmbarer Wellenlänge, was man als parametrische Konversion bezeichnet. Im Pho-
tonenbild entspricht dieser Prozess der Aufspaltung eines hochenergetischen Photons  h!p
(Pumpphoton) in zwei mit niedrigerer Energie  h!s (Signalphoton) und  h!i (Idlerphoton)
gemäß  h!p =  h!s +  h!i. Aufgrund der Energieerhaltung entsteht für jedes vernichtete
hochenergetische Photon ein Paar niederenergetischer. Die interessierende Welle wird
allgemein als Signal und die zusätzliche als Leerlaufwelle (Idler14) bezeichnet. Der zu-
grundeliegende Prozess ist die in Gleichung (2.16) gezeigte Diﬀerenzfrequenzerzeugung:
!3 = !1   !2, mit !s = !3, !p = !1, !i = !2.



























































Abbildung 2.3: Phasenanpassung mit kollinearer und nicht-kollinearer Anordnung am Beispiel der
parametrischen Konversion (~ kp = ~ ks +~ ki). Durch den eingeführten Winkel zwischen Pump- und Sig-
nalstrahl (Pump-Tilt) laufen auch Signal und Idler nicht mehr in derselben Richtung. In (b) sind die
Phasenanpassungswinkel für Signal und Idler für TypI-Phasenanpassung in BBO für eine Pumpwellen-
länge von 388nm in Abhängigkeit von der Signalwellenlänge gezeigt. Die Berechnungen wurden mit
dem Programm SNLO[72] durchgeführt, es wurde ein Nichtkollinearitätswinkel von 3,7° angenommen.
Wird nur eine intensive Pumpwelle in den nichtlinearen Kristall eingestrahlt, dann
kommt es zur Verstärkung von Quantenrauschen, der sogenannten parametrischen
Fluoreszenz. Dabei entstehen alle möglichen Paare von Signal und Idler, für die eine
ausreichende nichtlineare Kopplung und Phasenanpassung vorliegen. Wird gleichzeitig mit
dem Pumplicht eine schwache Signalwelle (engl.: seed) in den Kristall eingekoppelt, dann
wird diese im Kristall exponentiell auf Kosten der Pumpwelle verstärkt und zusätzlich
entsteht eine ebenfalls exponentiell anwachsende Idlerwelle. Die Ausbreitungsrichtungen
von Pump-, Signal- und Idlerwelle im Kristall sind durch die Phasenanpassungsbedingung
(Impulserhaltung) vorgegeben. Man spricht von parametrischer Verstärkung bzw. in
Bezug auf den Aufbau von einem optisch parametrischen Verstärker [76] (OPA15).
Neben der bisher diskutierten kollinearen Anordnung aller Strahlen kann die Verstär-
kung ebenfalls in einer nichtkollinearen Geometrie erfolgen (NOPA16). Dafür werden der
Pump- und der Seedstrahl unter einem Winkel in den Kristall eingekoppelt. Da es sich
bei den Impulsen der Photonen um vektorielle Größen handelt (vgl. Gl. 2.19), steht ein
zusätzlicher Freiheitsgrad zur Verfügung: der Winkel zwischen Signal und Idler.
Bei geeigneter Geometrie erreicht man die simultane Phasenanpassung und damit
Verstärkung für einen großen Frequenzbereich des Signals mit demselben Phasenanpas-
sungswinkel. Außerdem wird bei dieser Anordnung eine Pulsverlängerung infolge der
unterschiedlichen Gruppengeschwindigkeiten von Signal- und Idlerwelle vermieden, da
die Projektion der Gruppengeschwindigkeit des Idlerpulses auf die Richtung des Signals
gleich der Gruppengeschwindigkeit des Signalpulses ist.
15engl.: Optical Parametric Ampliﬁer
16engl.: Non collinear Optical Parametric Ampliﬁer
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Abbildung 2.3 zeigt die schematische Anordnung und eine Berechnung der Phasenan-
passungswinkel von Signal- und Idlerwelle für die in dieser Arbeit verwendeten Parameter:
Mit einem BBO-Kristall lässt sich bei einer Pumpwellenlänge von 388nm parametrische
Verstärkung (TypI) im gesamten Bereich von 500nm bis 750nm erreichen, wenn der
Winkel zwischen Pump- und Signalstrahl 3,7° beträgt. Die Phasenanpassung ist dann für
alle Signalwellenlängen unter demselben Winkel von 28,5° zur optischen Achse erfüllt,
während der Winkel für den Idler zwischen 35° und 65° variiert (Abb. 2.3(b)).
Zahlreiche Artikel beschäftigen sich mit der Theorie sowie der Optimierung von
OPA- und NOPA-Systemen [77–85], auf eine ausführliche Darstellung kann hier folglich
verzichtet werden.
2.5.4 Weißlichterzeugung
Schon 1969 entdeckten Alfano und Shapiro, dass ein kurzer, hochintensiver Laserpuls
durch Fokussierung in ein transparentes Medium eine beachtliche spektrale Verbreiterung
erfahren kann [86, 87]. Dieser Prozess wird Weißlicht- oder Superkontinuumerzeugung
genannt und ist seit über vierzig Jahren Gegenstand der Forschung, so dass sich heute
umfangreiche Bücher allein mit den Aspekten der Weißlichterzeugung und ihrer Anwen-
dungen beschäftigen [88]. Die zugrundeliegenden Prozesse sind extrem komplex: die hohe
elektrische Feldstärke des propagierenden ultrakurzen Laserpulses verzerrt die gegebene
Ladungsverteilung, was zu einem veränderten Brechungsindex des Materials führt und
wiederum die Phase, Amplitude und Frequenz der Welle beeinﬂusst (Selbstphasenmodu-
lation). Der intensitätsabhängige Brechungsindex n2 führt zu einer Selbstfokussierung
des Strahls, was eine Reihe weiterer nichtlinearer Prozesse verursacht. Diese wirken
der Fokussierung teilweise entgegen, so beispielsweise die Mehrphotonenanregung. Für
Festkörper wurde außerdem gezeigt, dass es oberhalb einer kritischen Intensität in Folge
der nichtlinearen Dispersion zu einem ausgeprägten positiven Chirp und einer Aufstei-
lung der abfallenden Pulsﬂanke kommt, welche für die extreme spektrale Verbreiterung
verantwortlich ist [89–92]. Halten sich fokussierende und defokussierende Eﬀekte gerade
die Waage, dann bilden sich sogenannte Filamente aus, also Bereiche, in denen das
Lichtbündel mit einem konstanten Durchmesser von etwa 100m im Material propagiert.
Die Ausbildung von Filamenten erhöht die Strecke der nichtlinearen Wechselwirkung,
entsprechend steigt die Eﬃzienz der Weißlichterzeugung.
Filamente und Weißlichterzeugung wurden in Festkörpern, Flüssigkeiten und Gasen
beobachtet und untersucht [93–99], entsprechend ergibt sich eine Vielzahl interessanter
Anwendungsmöglichkeiten. Beispielsweise lassen sich mit den heute verfügbaren Lasersys-
temen mit Pulsleistungen im Terawattbereich Filamente von über 20km Länge generieren,
die eine breitbandige Spektroskopie der Atmosphäre bis in große Höhen erlauben [100–
102]. Für die Anwendung des Weißlichtkontinuums als Seedstrahl der parametrischen
Verstärker kommen allerdings nur Festkörper in Frage, da sie für die langzeitstabile
Erzeugung rauscharmer, unstrukturierter Spektren mit geringen Energieﬂuktuationen
am besten geeignet sind.
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Das Spektrum und die Intensität des erzeugten Kontinuums hängt von vielen Parame-
tern ab. Während die Bandlücke des verwendeten Materials [103] oder die Polarisation des
Lasers bzw. die Ausrichtung optisch anisotroper Materialien [104] vor dem Experiment
festliegen, lassen sich die numerische Apertur des Fokus und die Energie der Laserpulse
durch variable Abschwächer und Irisblenden bei der Justage einstellen. Optimal ist
die Erzeugung eines einzelnen Filamentes, was zu reproduzierbaren breitbandigen und
kohärenten Pulsen führt [105]. Diese eignen sich gut für den Einsatz in parametrischen
Verstärkern [76], selbst die Verstärkung modiﬁzierter Weißlichtpulse ist möglich [106].
Für die hier vorgestellten Experimente wurden ausschließlich Saphirfenster unter-
schiedlicher Dicken zur Kontinuumserzeugung eingesetzt, da sie eine extrem hohe Zer-
störschwelle besitzen und über Monate in der Anlage verbleiben können. Die im Saphir
generierten Weißlichtspektren sind hinsichtlich ihrer Breite und Intensität vollkommen
ausreichend.
Moderne strukturierte Materialien wie photonische Kristalle oder Hohlfasern sind nur
für geringe Pulsenergien geeignet, erzeugen strukturierte Spektren und sind hinsichtlich
der Einkopplung des Lichtes sehr kritisch und werden wohl in naher Zukunft keine Rolle
in diesen Anwendungen spielen. Im Gegensatz dazu zeigen aktuelle Untersuchungen zur
Weißlichterzeugung in typischen Lasermaterialien, dass diese dem Saphir zumindest in
Hinblick auf den nahen Infrarotbereich teilweise überlegen sind [107].
2.5.5 Gruppengeschwindigkeitsdispersion
Alle transparenten Materialien zeigen im Bereich des sichtbaren Lichtes eine normale




Deshalb ist auch die Gruppengeschwindigkeit des Lichtes in diesen Materialien wellenlän-
genabhängig. Wie bereits in Abschnitt 2.5.2 dargestellt wurde, sind sehr kurze Laserpulse
nicht als monochromatisch zu betrachten und deshalb ist ihre Dispersion bei Propagation
durch ein Medium nicht zu vernachlässigen. Es kommt zu einem Auseinanderlaufen
der Spektralkomponenten, die langwelligen Anteile laufen den kurzwelligen voraus, die
Pulsdauer verlängert sich. Man bezeichnet diesen Eﬀekt als Chirp. Im Falle normaler
Dispersion spricht man von einem positiven (normalen), bei negativer Dispersion von
negativem (anormalen) Chirp. Beide Fälle werden in Abbildung 2.4 zusammen mit einem
ungechirpten Puls dargestellt.
Die Pulsdauer bei gegebenem Spektrum ist für ungechirpte Pulse am geringsten,
also dann, wenn alle Spektralkomponenten phasengleich überlagert sind. Die erreichbare
minimale Pulsdauer hängt von der genauen zeitlichen Pulsform und damit dem Spektrum
des Pulses ab und sie wird durch das sogenannte Bandbreiteprodukt t charakterisiert.
Die Werte /Hz und t/s beziehen sich jeweils auf die volle Halbwertsdauer bzw.
die volle Halbwertsbreite des Spektrums des Pulses. Pulse mit minimimaler Pulsdauer
bezeichnet man als bandbreitebegrenzt oder auch fourierlimitiert. Pulse mit einem
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(a) negativer Chirp (b) kein Chirp (c) positiver Chirp
Abbildung 2.4: Laserpulse mit unterschiedlichem Chirp. Alle drei Pulse besitzen dasselbe Spektrum
und dieselbe Zentralfrequenz. Man erkennt, dass der Puls ohne Chirp eine deutlich geringere Pulsdauer
aufweist. Die einhüllende Gaußfunktion ist jeweils in grau hinterlegt.






Eine weitere wichtige Pulsform, die in guter Näherung für die Pulse vieler Femtosekun-
denverstärkersysteme angenommen werden kann, ist:






Mit dem Zusammenhang t = 1;76 zwischen der Breite der Einhüllenden  und der
Halbwertsdauer des Pulses t ergibt sich das Bandbreiteprodukt t  0;315.
Oﬀensichtlich ist es für die Spektroskopie mit höchster Zeitauflösung erforderlich,
die unvermeidliche Dispersion der verwendeten Pulse zu kompensieren. Das erfolgt am
einfachsten mit Kombinationen aus Gittern oder Prismen, die einen anormalen negativen
Chirp erzeugen und auf diese Weise die Gruppengeschwindigkeitsdispersion kompensieren,
die die Pulse beim Durchgang durch optische Materialien oder Luft erfahren haben.
Diesen Vorgang bezeichnet man als Pulskompression und die entsprechenden optischen
Aufbauten als Kompressoren [108]. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Prismen-
kompressor und seine Funktionsweise wird in Abschnitt 3.1.2 ab. S. 31 beschrieben.
Auf diese Weise lassen sich – eine entsprechende spektrale Bandbreite vorausgesetzt –
standardmäßig Pulsdauern im Bereich von einigen zehn Femtosekunden erzielen. Für
noch kürzere Pulse reicht die Kompensation der Gruppengeschwindigkeitsdispersion
allein nicht aus, es sind noch höhere Ordnungen des Chirps zu berücksichtigen. Die
Kompression erfolgt dann z.B. mit gechirpten Spiegeln oder adaptiven Optiken.
Symmetrische Anordnungen von Gitter- oder Prismenpaaren werden auch in den
Femtosekundenverstärkersystemen nach dem CPA-Prinzip eingesetzt. Das erste Paar
dispersiver Elemente prägt dem Puls dabei bereits einen Chirp auf und führt zur räumli-
chen Trennung der Frequenzkomponenten. Nach dem Durchlaufen eines zweiten Paares
dispersiver Elemente sind die Frequenzkomponenten wieder als ein kollimierter Strahl
überlagert, wobei eine Vergrößerung der Pulsdauer um mehrere Größenordnungen und
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eine entsprechende Verringerung der Spitzenintensität erreicht werden kann. Nach der
Verstärkung des gechirpten Pulses durchläuft dieser dieselbe Anordnung in entgegen-
gesetzter Richtung oder eine vergleichbare Anordnung aus zwei Paaren symmetrisch
angeordneter dispersiver Elemente und wird so wieder komprimiert. Häuﬁg wird nur
ein Paar Dispersionsoptiken eingesetzt, welches in einem gefalteten Aufbau doppelt
durchlaufen wird. Ein derartig gefalteter Prismenkompressor ist in Abbildung 3.2 auf
Seite 31 schematisch dargestellt.
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Wer hohe Türme bauen will, muss lange
beim Fundament verweilen.
(Anton Bruckner)
3.1 Der Aufbau des IRMA-Experiments
In diesem Abschnitt wird der Aufbau des im Rahmen dieser Arbeit konzipierten Ex-
perimentes IRMA1 beschrieben. Zunächst werden die wichtigsten Komponenten und
eigene Entwicklungen vorgestellt, insbesondere das Programm zur Ansteuerung und Da-
tenerfassung bzw. -verarbeitung. Anschließend werden die generell in den zeitaufgelösten
Infrarotspektren auftretenden Eﬀekte erläutert, die in der Auswertung der erhaltenen
Messdaten zu berücksichtigen sind.
3.1.1 Laser
Basis des gesamten Experimentes ist das Femtosekundenlasersystem vom Typ CPA 2001
der Firma Clark MXR. Es besteht im Wesentlichen aus: Diodenlaser, modengekoppel-
tem Erbium-Glasfaserlaser, frequenzverdoppeltem gütegeschalteten Nd:YAG-Laser2 und
regenerativem Ti:Sa-Laser3, diese sollen kurz erläutert werden.
Der Diodenlaser ist ein typischer Halbleiterlaser (InGaAs4, III-V-Halbleiter), wie er
auch in der Telekommunikation verwendet wird. Er emittiert kontinuierlich bei 980nm
mit einer Leistung von etwa 160mW und dient als optische Pumpe für den Glasfaserlaser.
Der modengekoppelte Glasfaserlaser ist die Grundlage für die Erzeugung der Femtose-
kundenpulse. Als aktives Medium dient ein mit Er3+-Ionen dotierter Teil der Glasfaser,
die Besetzungsinversion wird durch das über eine Faserverzweigung eingekoppelte Licht
des Diodenlasers erreicht. Der Glasfaserlaser ist als Ringresonator aufgebaut und emittiert
bei einer festen Wellenlänge von 1550nm mit einer Repetitionsrate von 35MHz. Die
Modenkopplung erfolgt durch nichtlineare Polarisationsrotation in der Faserstrecke, diese
basiert auf nichtlinearen optischen Eﬀekten dritter Ordnung: Selbstphasenmodulation
und Kreuzphasenmodulation [109]. Die Pulse werden über einen Polarisationsstrahlteiler
ausgekoppelt, in einem Prismenkompressor auf eine Pulsdauer von etwa 100fs kompri-
miert und anschließend in einem PPLN-Kristall auf 775nm frequenzverdoppelt, dabei








Die Emission des Faserlasers wird über eine Photodiode aufgezeichnet und dient als
interner Frequenz- und Zeitstandard des gesamten Lasersystems. Alle anderen Abläufe,
wie z.B. Ein- und Auskopplung von Licht in den Verstärker sind über elektronische
Frequenzteiler und Verzögerungsschaltungen mit dem modengekoppelten Signal syn-
chronisiert. Außerdem stehen diverse Zeitsignale für die elektronische Synchronisation
externer Geräte zur Verfügung.
Die Verstärkung der schwachen Femtosekundenpulse erfolgt nach dem CPA-Prinzip
[110]. Sie werden auf eine Dauer von etwa 200ps gestreckt, bevor sie in den Verstärker
eingekoppelt werden. Es wird nicht jeder Puls verstärkt, die einstellbare Repetitionsrate
des CPA lag bei 990Hz, so dass etwa jeder 35000. Puls des Faserlasers genutzt wird.
Als Pumplichtquelle des regenerativen Verstärkers dient ein gütegeschalteter, fre-
quenzverdoppelter Nd:YAG-Laser. Dessen aktives Medium wird von einer Hochdruck-
Bogenlampe kontinuierlich gepumpt, beide Bauteile werden permanent wassergekühlt.
Die Güteschaltung erfolgt durch einen akustooptischen Modulator (AOM) im Resona-
tor, welcher durch Lichtbeugung an einer Ultraschallwelle die ungewollte Verstärkung
spontaner Emission verhindert, so dass eine maximale Besetzungsinversion erreicht wird.
Durch Ansteuerung des AOM, bzw. Abschalten seines Steuersignals wird der Resonator
auf hohe Güte geschaltet und es baut sich ein kurzer intensiver Laserpuls mit einer
Zentralwellenlänge von 1064nm auf. Der wird in einem KTP-Kristall innerhalb des
Resonators auf 532nm frequenzverdoppelt, dieses Licht wird über einen dichroitischen
Spiegel aus dem Resonator ausgekoppelt. Die erzielte Durchschnittsleistung lag bei etwa
7,5W, was Pulsenergien von 7,5mJ bei 532nm entspricht.
Einige hundert Nanosekunden nach dem Triggersignal für den AOM wird mit der
Einkopplung des Pumppulses im aktiven Medium des Verstärkers – ein mit Ti3+-Ionen
dotierter Saphirkristall (Al2O3) – maximale Besetzungsinversion erreicht. Gleichzeitig
wird ein einzelner Puls des Faserlasers in den Ti:Sa-Resonator eingekoppelt, in mehreren
Umläufen hochverstärkt und beim Erreichen der Sättigung – also maximaler Intensität –
wieder ausgekoppelt. Ermöglicht wird diese im Englischen als cavity dumping bekannte
Prozedur durch die Kombination aus einem polarisationsabhängigen Strahlteiler und einer
Pockelszelle im Resonator. Das ist ein elektrooptisches Bauteil, das unter Anlegen einer
deﬁnierten Hochspannung wie eine =4 Verzögerungsplatte wirkt. Die Drehrichtung des
erzeugten zirkular polarisierten Lichtes wird durch Reﬂexion an einem Endspiegel umge-
kehrt und nach erneutem Passieren der Pockelszelle liegt wieder linear polarisiertes Licht
mit um 90° gedrehter Polarisation vor. Zusammen mit einem Polarisationsstrahlteiler
wirkt die Pockelszelle als Güteschalter und ermöglicht die präzise Ein- und Auskopplung
eines Pulses in den Resonator.
Die ausgekoppelten, hochverstärkten Laserpulse werden in einem Gitterkompressor
wieder komprimiert, die erreichte Pulsdauer liegt bei Annahme der sech2(t) Pulsform
typischerweise bei 170fs (vgl. Abb. 3.20(b), S. 70). Die erzielten Pulsenergien von 800J
ergeben bei der verwendeten Repititionsrate von etwa 1kHz eine Durchschnittsleistung
von 800mW bei einer festen Zentralwellenlänge von 775nm. Die Laserfundamentale ist
linear polarisiert (horizontal) und besitzt ein nahezu gaußförmiges Intensitätsproﬁl mit
einem Strahldurchmesser von etwa 8mm.
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Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau des nichtkollinearen optisch parametrischen Verstärkers
3.1.2 Erzeugung der Anregungspulse im UV/vis-Bereich
Um die Anregungspulse zu generieren, wurden verschiedene Techniken der Frequenzkon-
version durch nichtlineare optische Prozesse eingesetzt. Neben dem Erreichen einer hohen
Konversionseﬃzienz wurde darauf geachtet, dass der Aufbau sehr kompakt gehalten wird.
Das erhöht die Stabilität und erleichtert durch die gute Erreichbarkeit aller Elemente
die Justage erheblich. Es wurden verschiedene Wellenlängen im Bereich von 258nm bis
530nm zur Anregung verwendet, die entweder durch den NOPA bzw. die Frequenzver-
dopplung der Laserfundamentalen oder durch zusätzliche Summenfrequenzmischung mit
der Laserfundamentalen generiert wurden. Bei der direkten Verwendung der NOPA-Pulse
wurden diese noch durch den Prismenkompressor komprimiert. Nach der Erzeugung der
Anregungspulse kann ihre Polarisation durch Verdrehen einer computergesteuerten Ver-
zögerungsplatte beliebig eingestellt werden. Im Folgenden werden alle dafür notwendigen
Komponenten im einzelnen dargestellt.
Der nichtkollineare optisch parametrische Verstärker
Der NOPA dient der Erzeugung von Pulsen mit durchstimmbarer Wellenlänge im
sichtbaren Spektralbereich sowie im nahen Infrarot aus der Laserfundamentalen [78,
80, 81]. Der Aufbau basiert auf den Konversionsprozessen der Frequenzverdopplung,
Weißlichterzeugung und parametrischen Konversion und er ist in Abbildung 3.1 dargestellt.
Für den NOPA wird ein Teil der Laserfundamentalen von etwa 200J über einen
Strahlteiler (nicht eingezeichnet) ausgekoppelt und über die im Folgenden beschriebenen
Konversionsstufen umgewandelt.
Frequenzverdopplung (SHG) 97% der Laserfundamentalen passiert den Strahlteiler





Strahldurchmesser auf 1=4 verkleinert was gleichzeitig die Intensität um den Faktor
16 vergrößert. Danach erfolgt die Frequenzverdopplung mit TypI-Phasenanpassung
in einem 0,5mm dicken BBO-Kristall (BBO1: =30°), der für beide Wellenlängen
entspiegelt ist. Man erhält Pulsenergien von 50J bei 388nm. Der Anteil der nicht
konvertierten Fundamentalen wird über den dielektrisch beschichteten Spiegel (S28)
ausgekoppelt und anschließend abgeblockt oder für weitere Mischprozesse verwendet.
Das frequenzverdoppelte Licht wird auf den Hohlspiegel (S39) reﬂektiert, der unterhalb
der Ebene aller übrigen Optiken steht.
Weißlichterzeugung 3% der zur Verfügung stehenden Pulsenergie werden durch den
Strahlteiler ST abgetrennt und zur Weißlichterzeugung genutzt. Der Strahl wird mit einer
Linse (L310) in ein 2,3mm dickes Saphirfenster (SF) fokussiert. Dessen optische Achse
ist senkrecht zu den Fensterﬂächen orientiert, so dass kein Einﬂuss der Doppelbrechung
zu erwarten ist. Mit einem Präzisionsverschiebetisch (nicht eingezeichnet) kann das
Substrat in Strahlrichtung verschoben werden um die relative Position zum Fokus optimal
einzustellen. Die numerische Apertur und Intensität lassen sich durch die Kombination
aus Irisblende (IB) und variablem Abschwächer (VA) praktisch stufenlos justieren, so
dass stabiles Einzelﬁlamentweißlicht leicht einzustellen ist. Das resultierende breitbandige
Licht wird mit einer achromatischen Linse (L411) kollimiert, bzw. kurz vor dem NOPA-
Kristall fokussiert.
Parametrische Verstärkung Die parametrische Vertärkung mit TypI-Phasenan-
passung ﬁndet in einem 2mm dicken BBO-Kristall statt (BBO2: =28,5°). Da keine
Antireﬂexbeschichtung (AR) für den gesamten Spektralbereich zur Verfügung steht
wurde statt dessen eine Oberﬂächenschutzbeschichung (p-coating12) eingesetzt. Der
Kristall ist in einer Präzisionsrotationshalterung gelagert und kann zur Einstellung der
Phasenanpassung um eine horizontale Drehachse verkippt werden. Durch Veränderung
der Strahlhöhe auf dem Hohlspiegel S3 kann nun der optimale Winkel zwischen dem
aufwärts gerichteten Pumpstrahl und dem horizontalen Weißlichtstrahl eingestellt werden.
Dieser beträgt etwa 6,5° außerhalb bzw. 3,7° innerhalb des Kristalls. Die Einkopplung
des Pumpstrahls erzeugt die auf einem Konus emittierte parametrische Fluoreszenz.
Bei optimaler Justage zeigt dieser Superﬂuoreszenzring keinen Farbverlauf und sein
niedrigstes Segment verläuft kollinear mit dem Weißlicht. Dieses besitzt einen positiven
Chirp und eine entsprechend verlängerte Pulsdauer, es werden also nur die Frequenzan-
teile des Kontinuums parametrisch verstärkt, die im Medium räumlich und zeitlich
mit dem Pumppuls überlappen. Da die Phasenanpassung im NOPA für einen breiten
Spektralbereich von etwa 500nm bis 750nm erfüllt ist, lässt sich die Wellenlänge des
Signals durch die Anpassung der Weglänge der Kontinuumserzeugung wählen. Es kann
8S2: HR388/0°
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Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau des gefalteten Prismenkompressors.
auch Verstärkung im nahen Infrarotbereich erreicht werden, hier ist jedoch der Phasenan-
passungswinkel für jede Wellenlänge zu optimieren, die Winkelunabhängigkeit ist nicht
mehr gegeben.
Im Sichtbaren lassen sich Wellenlängen von etwa 460nm bis 700nm und im nahen
Infrarot von etwa 900nm bis 1200nm erzeugen. Die erreichbaren Pulsenergien hängen von
der eingestellten Wellenlänge ab und liegen im Bereich einiger Mikrojoule. Sowohl Signal
als auch Idler sind linear polarisiert, die Polarisationsebene ist horizontal orientiert. Eine
Blende (nicht eingezeichnet) trennt das Signal von Idler, unkonvertiertem Pumplicht und
parametrischer Fluoreszenz. Dann wird es über einen silberbeschichteten, sphärischen
Spiegel (r=50cm, nicht eingezeichnet) kollimiert und steht nach Kompression oder
Summenfrequenzmischung als Anregungslicht zur Verfügung.
Prismenkompressor
Beim NOPA-Prozess bleibt der dem Superkontinuum aufgeprägte Chirp auch im verstärk-
ten Licht erhalten und die Bandbreite übertriﬀt die des Lasersystems. Dementsprechend
lassen sich die spektral breiten Signalpulse durch eine Kompensation dieses positiven
Chirps weit unter die 170fs Pulsdauer des verwendeten Lasersystems komprimieren,
Pulsdauern von einigen zehn Femtosekunden sind ohne allzu großen Aufwand erreichbar.
Zur Kompression müssen folglich Komponenten eingesetzt werden, die eine negative
Dispersion verursachen, hierzu wurde eine Kombination aus zwei Dispersionsprismen
verwendet [111]. Die Funktionsweise ist in Abbildung 3.2 illustriert: Ein von links unten
einfallender Strahl wird vom ersten Prisma gebrochen. Das dispergierte Licht wird
durch zwei Spiegel reﬂektiert und triﬀt dort auf das zweite Prisma. Dieses erzeugt eine
negative Dispersion, weil sich die Strecken der Spektralkomponenten im optisch dichteren
Medium des Prismas wegen ihrer räumlichen Anordnung unterscheiden. Das Maß an
negativer Dispersion wird durch den Abstand zwischen beiden Prismen festgelegt, der
bei dem gefalteten Aufbau durch Verschiebung der auf einer optischen Bank montierten
Spiegel einstellbar ist. Der Strahlengang wird nach Reﬂexion am Endspiegel erneut
durchlaufen, so dass alle Spektralkomponenten wieder räumlich überlagert werden und
sich die dispersiven Eﬀekte verdoppeln. Die Reﬂexion erfolgt leicht nach unten geneigt
und die komprimierten Pulse werden durch den unterhalb des einlaufenden Strahls
stehenden Spiegel ausgekoppelt. Dieser Aufbau ist kostengünstig, leicht zu justieren und










Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau der Summenfrequenzerzeugung.
Es werden Silberspiegel und bereits vorhandene, gleichseitige Quarzglasprismen ein-
gesetzt. Selbst bei symmetrischem Strahlengang in den Prismen unterscheidet sich der
Einfallswinkel (47°) deutlich vom Brewsterwinkel (56° , n=1,46), trotzdem stand ge-
nug Pulsenergie zur Verfügung, so dass eine AR-Beschichtung nicht erforderlich war.
Der Wechsel auf Prismen aus dem optisch dichteren Flintglas (SF10, n=1,7) würde
die Reﬂexionsverluste deutlich senken, denn für eine symmetrische Strahlführung im
Brewsterwinkel (59,7°) liegt dann der optimale Apexwinkel bei 60,6°. Wegen der höheren
Dispersion könnte außerdem ein wesentlich kompakterer Aufbau mit einer verkürzten
Spiegelstrecke realisiert werden [112].
Zum Erreichen sehr kurzer Pulse ist auch die Kompensation höherer Ordnungen des
Chirps notwendig. Schon die gleichzeitige Reduktion des linearen und des quadratischen
Chirps lässt sich mit Prismen allein nicht erreichen, jedoch könnten Prismen mit Gittern
[112, 113] oder mit adaptiven Optiken kombiniert werden [114]. Der experimentelle
Aufwand wäre hier aber nicht zu rechtfertigen, zumal die Zeitauflösung im Infraroten
ohnehin durch den IR-Abtastpuls begrenzt wird.
Summenfrequenzmischung und Frequenzverdreifachung
Die Verstärkung von Licht unterhalb von 460nm ist mit dem NOPA allein nicht mehr
möglich. Nach Aufwärtskonvertierung der durchstimmbaren NOPA-Pulse steht aber
der gesamte Bereich von 290nm bis 360nm sowie von 410nm bis 450nm bzw. durch
Frequenzverdreifachung die Wellenlänge von 258nm zur Verfügung. Für die zeitaufge-
löste Spektroskopie im mittleren Infrarot sind die Pulsdauern der SFG von etwa 150fs
ausreichend kurz. Wegen der geringeren Pulsenergie und der größeren Reﬂexionsverlus-
te für s-polarisiertes Licht an den Prismen wurde im Rahmen dieser Arbeit auf eine
Kompression der SFG-Pulse verzichtet. Diese ist jedoch mit speziell AR-beschichteten
Dispersionsprismen möglich [115].
Summenfrequenzmischung Der schematische Aufbau der SFG ist in Abbildung
3.3 dargestellt. Die Fundamentale wird über dielektrische Spiegel (S113) geführt, ihre
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Weglänge wird durch einen Verschiebeschlitten exakt an das NOPA-Licht angeglichen.
Dabei wird der nach der SHG im NOPA noch vorhandene Anteil der Laserfundamentalen
genutzt, der vom dielektrischen Spiegel (S2 in Abb. 3.1) transmittiert wird. Es stehen
etwa 100J Pulsenergie bei 775nm zur Verfügung. Die Fokussierung erfolgt durch eine
Linse (L114) einige Zentimeter vor den SFG-Kristall, die Intensität wird ggf. durch ND-
Filter15 so abgeschwächt, dass keine parametrische Fluoreszenz auftritt. Das NOPA-Licht
wird über Silberspiegel (S2) gelenkt und mit einem silberbeschichteten, sphährischen
Spiegel (S316) ca. einen Zentimeter vor den Kristall fokussiert. Die SFG erfolgt unter
TypI-Phasenanpassung in einem 100m dicken BBO-Kristall, wobei Kristalle mit opti-
mierten Schnittwinkel für verschiedene Wellenlängen eingesetzt wurden (vgl. Tab. 3.1 auf
S. 37). Zur Ausrichtung der optischen Achse ist der Kristall auf einem Präzisionsdrehtisch
um eine horizontale Achse drehbar gelagert. Wegen des kleinen Winkels zwischen den
beiden einlaufenden Strahlen kann das in der Mitte auftauchende Summenfrequenzsignal
durch eine Irisblende (IB) vom unkonvertierten Licht getrennt und über einen alumi-
niumbeschichteten Hohlspiegel (r=40cm, nicht eingezeichnet) kollimiert werden. Das
SFG-Licht ist linear (vertikal) polarisiert, die erreichten Pulsenergien liegen bei über
1J.
Frequenzverdreifachung Für Frequenzverdreifachung (THG17) wird der Aufbau zur
Summenfrequenzmischung leicht modiﬁziert, so dass statt der NOPA-Pulse direkt die
SHG mit der Laserfundamentalen gemischt wird. Statt des Hohlspiegels (S3 in Abb. 3.1)
wird ein Auskoppelspiegel (PR388/60%/0°) eingesetzt, die Strahlführung erfolgt jetzt
horizontal über dem optischen Tisch. Mit Neutralglasﬁltern wird die Pulsenergie auf
etwa 4,5J gemindert. Nach dem Passieren einer Verzögerungsplatte (=2 @ 390nm)
ist die Polarisation um 90° gedreht, die Polarisationsebene liegt horizontal. Der weitere
Strahlengang ist analog zu dem des NOPA-Lichtes bei der SFG, wobei dielektrisch
beschichtete Laser- und Umlenkspiegel anstelle der Silberspiegel verwendet werden. Die
Frequenzverdreifachung erfolgt durch Summenfrequenzmischung mit der Laserfundamen-
talen (TypI-Phasenanpassung), die resultierenden Pulse bei 258nm besitzen also eine
vertikale Polarisation. Es konnten Pulsenergien von über 1J erreicht werden.
Auf eine Pulskompression wurde hier verzichtet, da die Reﬂexionsverluste an den vor-
handenen Prismen für das s-polarisierte SFG- und THG-Licht zu hoch wären. Prinzipiell
lassen sich jedoch mit gechirpten Fundamentalpulsen noch höhere Konversionseﬃzienzen
erzielen. Diese Pulse wären nach der Kompression mit speziellen, AR-beschichteten
Prismen intensiv genug als Anregungslicht [115].
14L1: f=250mm
15Neutralglasﬁlter ermöglichen eine deﬁnierte, wellenlängenunabhängige Abschwächung der Lichtintensi-
tät
16S3: r =40cm



























Abbildung 3.4: Schematischer Aufbau der Infraroterzeugung mit zweistuﬁgem OPA und Diﬀerenz-
frequenzmischung. Es sind nur die wesentlichen Optiken dargestellt, einige Blenden und ND- sowie
Farbglasﬁlter wurden nicht eingezeichnet. Für Linsen ist die Brennweite in Millimetern angegeben. Bei
den unbeschrifteten Optiken handelt es sich um dielektrische Umlenkspiegel für die Laserfundamentale
(HR775/45°/ppol)
AC: achromatische Linse, DS: dichroitischer Spiegel, GS: Goldspiegel, HS: sphärischer Hohlspiegel, IB:
Irisblende, NF: ND-Filter, SF: Saphirfenster, ST: Strahlteiler, WP: Verzögerungsplatte (=2).
3.1.3 Erzeugung der Abtastpulse im mittleren Infrarotbereich
Aufgabe war es, durchstimmbare, breitbandige, kurze Pulse im MIR-Bereich von 3m bis
10m mit Pulsenergien im Mikrojoulebereich zu erzeugen. Dies lässt sich auf unterschied-
liche Arten erreichen18: So kann durch optisch parametrische Verstärkung in geeigneten
nichtlinearen Medien direkt der MIR-Bereich erreicht werden [116, 117]. Wesentlich
häuﬁger ﬁndet sich die Anwendung der Diﬀerenzfrequenzerzeugung. Dabei unterscheidet
sich insbesondere die Art, wie die zu mischenden Grundwellen erzeugt werden: durch
zwei gekoppelte Femtosekundenlaser mit unterschiedlichen Wellenlängen [118–120] oder
durch optisch nichtlineare Frequenzkonversion [121–125]. Eine gute Übersicht wird z.B.
in [126] präsentiert.
Der in dieser Arbeit konzipierte und realisierte Aufbau (Abb. 3.4) basiert ebenfalls
auf einer mehrstuﬁgen Frequenzkonversion. Als Vorbild diente eine Anlage der Gruppe
von Prof. Hamm an der Universität Zürich, die sich als leicht zu justieren sowie extrem
18alle Beispiele basieren auf der Konversion von Pulsen eines Femtosekundenverstärkersystems mit etwa
800nm Wellenlänge
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rauscharm und stabil erwiesen hat [127]. Die IR-Erzeugung erfolgt in mehreren Prozessen:
ein zweistuﬁger OPA erzeugt Signal- und Idlerpulse im nahen IR, mit diesen erfolgt
anschließend die DFG. Die einzelnen Stufen werden nun vorgestellt.
Optisch Parametrischer Verstärker Insgesamt stehen über 250J der Pulsenergie
der Laserfundamentalen zur Verfügung. Durch das gekeilte, einseitig breitbandentspiegelte
(BBAR19) Fenster (ST1) werden etwa 4% der Laserfundamentalen reﬂektiert und zur
Weißlichterzeugung (siehe auch S. 30) eingesetzt. Eine Verzögerungsplatte (WP20) dreht
die Polarisationsebene auf vertikal. Die Weißlichterzeugung erfolgt dann in einem zufällig
orientierten 4mm dicken Saphirsubstrat. Das ist um die Strahlachse drehbar gelagert, was
die Ausrichtung der optischen Achse ermöglicht. Die übrige Anordnung ist vergleichbar
mit der Kontinuumserzeugung im NOPA. Das entstandene Weißlicht wird ebenfalls durch
einen Achromaten mit 30mm Brennweite kollimiert bzw. fokussiert.
Der überwiegende Anteil der Laserfundamentale wird über eine Umwegstrecke geführt
und es werden durch einen weiteren Strahlteiler (ST221) etwa 6J als Pumpuls für die
erste Verstärkerstufe ausgekoppelt. Eine Linse mit f=500mm fokussiert dieses Licht
direkt in den OPA-Kristall und die Intensität wird mit ND-Filtern so eingestellt, dass
dort keine parametrische Fluoreszenz entsteht. Die Justage der Strahlen erfolgt derart,
dass Weißlicht- und Pumpstrahl ab dem dichroitischen Spiegel DS122, exakt auf einer
Achse liegen.
Die optisch parametrische Verstärkung erfolgt in einem 4mm dicken BBO-Kristall
(BBO: =27°, =30°) mit TypII-Phasenanpassung. Das entstehende Signal ist im
Wellenlängenbereich von 1,2m bis 1,45m durchstimmbar und vertikal polarisiert. Der
Idler entsteht kollinear mit dem Signal, hat Wellenlängen von 1,68m bis 2,2m und ist
horizontal polarisiert. Der dichroitische Spiegel DS223 reﬂektiert das Signal, während der
Idler transmittiert und abgeblockt wird.
Das Signal wird durch einen goldbeschichteten Hohlspiegel (HS124) kollimiert und dient
nun als Seedlicht für die zweite Verstärkerstufe, für die derselbe Kristall genutzt wird. Die
verbleibende Laserfundamentale mit über 200J Pulsenergie dient als Pumpstrahl, sie
wird im Strahldurchmesser auf 1/4 verkleinert und über den dichroitischen Spiegel DS1
mit dem Seedlicht überlagert. Auch hier wird der Pumpstrahl zuvor so abgeschwächt, dass
keine parametrische Fluoreszenz im BBO-Kristall auftritt. Die Strahlführung der zweiten
Pumpstufe erfolgt leicht nach unten geneigt, so dass die resultierenden, hochverstärkten
Signal- und Idlerpulse unterhalb des Weißlichtstrahls der ersten Stufe laufen und von
dem niedriger angeordneten Goldspiegel (GS) ausgekoppelt werden. Von Signal und Idler
zusammen werden insgesamt Pulsenergien von bis zu 40J erreicht.
19engl.: BroadBand AntiReﬂection coating
20WP: =2 bei 775nm
21ST2: PR775/3%/45°/ppol
22DS1: HR775/45°/ppol + HT1200–2500
23DS2: HR1200–1450/45°/spol + HT1680–2300/45°/ppol
24HS1: r =50cm
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Abbildung 3.5: Spektren der Infrarotpulse für zwei verschiedene Einstellungen an den Rändern des
durchstimmbaren Bereiches. Die Spektren wurden nicht normiert, aber mit verschiedenen Gittern und
IR-ND-Filtern aufgenommen, die Pulsenergie bei 3000cm
 1 war weitaus größer als bei 1300cm
 1.
Die Wellenlänge wird simultan für beide Verstärkerstufen durch das Verdrehen des
Kristalls um eine vertikale Achse eingestellt. Im Gegensatz zum NOPA hängt die verstärk-
te Wellenlänge hier nicht nur von der relativen Verzögerung von Pump- und Seedpuls
ab, diese ist in der zweiten Stufe jedoch kritisch hinsichtlich der erzielten Pulsenergie
und Stabilität. Der Spiegel HS1 wurde daher auf einem hochwertigen Verschiebetisch
gelagert, der über einen Diﬀerentialmikrometerantrieb eine besonders feinfühlige Justage
erlaubt.
Diﬀerenzfrequenzerzeugung Vor der Konversion ins MIR werden Signal und Idler
durch den dichroitischen Spiegel DS2 getrennt, so dass die optimale Zeitverzögerung
beider Pulse für die DFG eingestellt werden kann, dazu dient wieder ein Verschiebe-
tisch mit Diﬀerentialmikrometerantrieb. Beide Strahlen werden über die sphärischen,
goldbeschichteten Spiegel (HS2) (r=100cm) in den 1,5mm dicken Silberthiogallatkris-
tall (AgGaS2: =40°, =45°) fokussiert. Die DFG erfolgt mit TypI-Phasenanpassung,
das entstehende Licht im mittleren Infrarot ist linear horizontal polarisiert, es werden
Pulsenergien im J Bereich erzielt.
Die Wellenlängen aller an den Mischprozessen beteiligten Komponenten sind über die
Energieerhaltung miteinander verknüpft, mit einer Laserwellenlänge von 775nm ergibt
















Das Einstellen einer anderen DFG-Wellenlänge erfordert also das Verstellen des OPA,
gleichzeitig muss der AgGaS2-Kristall zur Phasenanpassung um eine horizontale Ach-
se verkippt werden. Eine anschließende Anpassung aller Parameter, insbesondere der
363.1 Der Aufbau des IRMA-Experiments
Zweck  Substrat /° /° d/mm Beschichtung Seite
SHG 388nm BBO 30 0 0,5 AR775/388 29
NOPA 460–1200nm BBO 28,5 0 2 p-coating 30
SFG 410–460nm BBO 26 0 0,1 p-coating 32
SFG 290–360nm BBO 36 0 0,1 p-coating 32
SFG 230–350nm, BBO 45 0 0,1 p-coating 69
THG 258nm BBO 45 0 0,1 p-coating 33
IR-OPA 1200–2300nm BBO 27 30 4 p-coating 35
IR-DFG 3–10m AgGaS2 40 45 1,5 BBAR 36
Tabelle 3.1: Übersicht der verwendeten optisch nichtlinearen Kristalle. Die Querschnittsﬂäche aller
Kristalle ist 5×5mm
2. Eine genauere Beschreibung ﬁndet sich auf den angegebenen Seiten in den
einzelnen Abschnitten.
Verzögerungsstrecken, erlaubt die Optimierung auf Pulsenergie und Stabilität der In-
fraroterzeugung. Die kollinear mit dem mittelinfraroten Licht laufenden Signal- und
Idlerstrahlen werden durch einen Langpassﬁlter aus einem Germaniumsubstrat (LOT-
Oriel, 3,6m cut on) vollständig unterdrückt.
Der mit DFG erreichbare durchstimmbare Spektralbereich liegt bei 3m bis 10m, die
Pulsenergie im Bereich von J und die Breite der Spektren (FWHM25) bei 100cm 1 bis
200cm 1. Die Pulsdauer ist <0,2ps, wie Messungen der instantanen Absorptionsände-
rungen in einem Zinkselenid-Substrat (ZnSe) zeigen (vgl. Abb. 3.19 auf S. 69). Abbildung
3.5 zeigt Spektren für zwei verschiedene Einstellungen der Anlage, welche jeweils den
Rand des in dieser Arbeit untersuchten Spektralbereiches repräsentieren.
3.1.4 Der Messplatz
Abbildung 3.6 zeigt den schematischen Aufbau des Messplatzes und die Strahlführung von
Anreg- und Abtastlicht nach der Frequenzkonversion. Der gesamte Aufbau ist gekapselt
und wird mit trockener, CO2-freier Luft gespült, die ein Spülgasgenerator von Typ PG85L
(CMC Instruments, Eschborn) durch Reinigung von Druckluft in Molekularsieben erzeugt
(vgl. Abschnitt 3.3.2, S. 64). Der Vorratsbehälter des Detektors für ﬂüssigen Stickstoﬀ
beﬁndet sich außerhalb, so dass die Befüllung während der Messung problemlos möglich
ist, das Anregungs- und Abtastlicht wird durch Bohrungen in den Kasten eingestrahlt.
Das durch den DFG-Prozess generierte, divergierende Licht im mittleren IR wird
durch einen Hohlspiegel wieder kollimiert und unter einem kleinen Winkel auf den
etwas niedriger stehenden Goldspiegel reﬂektiert, der es zum Strahlteiler ST ablenkt.
Dieser Strahlteiler besteht aus einem unbeschichteten, gekeilten CaF2-Substrat (30 0).
Der Vorderseitenreﬂex wird als Signal genutzt und der unter einem Winkel von 1° dazu
reﬂektierte Rückseitenreﬂex als Referenz, während der größte Teil des IR-Lichtes trans-
mittiert und danach abgeblockt wird. Der nicht als Abtastlicht benötigte Anteil könnte in























Abbildung 3.6: Schematischer Aufbau des Messplatzes. Der gesamte Bereich ist gekapselt und wird
mit trockener, CO2-freier Luft gespült. Für die Strahlführung des infraroten Abtastlichtes wurden
ausschließlich goldbeschichtete Spiegel (schwarz) verwendet, für das Anregungslicht silber- oder alumini-
umbeschichtete (grau). Am Strahlteiler ST entstehen zwei Reﬂexe die als Signal und Referenz dienen.
Diese laufen übereinander und nur der niedrigere wird über die Umwegstrecke geleitet. Aus Gründen
der Übersichtlichkeit wurde der Referenzstrahlengang deshalb nur unvollständig eingezeichnet.
HS: Hohlspiegel (r =100cm), IR-NF: Infrarot-Neutraldichteﬁlter (Germanium), PS: Parabolspiegel, ST:
Strahlteiler (gekeiltes CaF2-Fenster, 30
0), WP: computergesteuerte Verzögerungsplatte (vgl. Abschnitt
3.1.4, S. 47)
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Zukunft z.B. für IR-Anreg/IR-Abtast-Experimente als intensives Anregungslicht genutzt
werden. Um derartige Anwendungen ohne eine grundlegende Modiﬁkation des Aufbaus zu
ermöglichen, wurde die notwendige Verzögerungsstrecke in den Abtastzweig der Anlage
integriert. Außerdem kann so die korrekte Strahlführung über die Umwegstrecke anhand
des detektierten Infrarotlichtes veriﬁziert werden.
Nur der an dieser Stelle einige Millimeter unterhalb der Referenz verlaufenden Signal-
strahl wird durch einen Spiegel auf die optische Umwegstrecke gelenkt. Diese besteht
aus einem computergesteuerten, hochpräzisen Verschiebetisch (ALS 10030, Aerotech,
Nürnberg) mit Linearmotor und 30cm Verfahrweg. Auf dem Schlitten ist ein Retrore-
ﬂektor vom Typ OW25-05 (PLX, New York) montiert, der aus drei im rechten Winkel
zueinander angeordneten, goldbeschichteten Spiegeln besteht und jeden Lichtstrahl mit
einer Genauigkeit von <0,5" parallel versetzt zurückwirft. Die Position des Verschie-
beschlittens – und damit des Reﬂektors – wird über einen integrierten Linearmaßstab
mit einer Auflösung von 0,2m bestimmt. Da keine äußeren Kräfte einwirken, ist dies
gleichzeitig die bidirektionale Genauigkeit der Positionierung. Mit dieser Auslegung
lassen sich maximale Verzögerungszeiten von 2ns mit einer Genauigkeit von etwa ±2fs
erreichen.
Signal- und Referenzstrahl werden durch zwei Oﬀ-Axis-Parabolspiegel (PS1) mit einer
eﬀektiven Brennweite26 von 11cm in die Probe fokussiert und anschließend wieder
kollimiert. Beide Paraboloide sind fest an eine Grundplatte montiert, so dass ihre
Fokalpunkte aufeinanderfallen. Mit Hilfe von Bohrungen und Passstiften lassen sich
Justagelehren und Küvetten präzise und einfach im Fokus der Optiken platzieren. Nur
der Signalstrahl wird in den Brennpunkt der Optiken fokussiert, der Referenzfokus liegt
wegen des Winkels zwischen beiden Strahlen etwa 1mm darunter.
Anschließend werden beide Strahlen über einen 90° Oﬀ-Axis-Parabolspiegel (PS2)
mit einer eﬀektiven Brennweite von 10cm in den Eintrittsspalt des Spektrometers
fokussiert. Dabei werden sie durch je ein Bariumﬂuorid-Prisma mit einem Apexwinkel
von 10° horizontal abgelenkt, so dass die Foki räumlich getrennt sind und auf die
beiden Infrarotdetektorzeilen abgebildet werden. Durch verschiedene in einem Filterrad
montierte Filter kann die Intensität der Abtastpulse vor dem Spektrometer noch weiter
abgeschwächt und zudem die Störung durch sichtbares Streulicht ausgeschlossen werden.
Das Anregungslicht wird über einen aluminiumbeschichteten 90°-Parabolspiegel mit
einer eﬀektiven Brennweite von 20cm exakt an dieselbe Stelle wie der Signalstrahl
fokussiert. Da der Winkel zwischen Anregungs- und Abtastlicht in der Probe möglichst
klein sein soll, erfolgt die Strahlführung durch eine Durchgangsbohrung im Parabolspiegel
PS1. Die resultierenden fokalen Durchmesser wurden bereits von Heike Staudt im Rahmen
ihrer Diplomarbeit [128] bestimmt, sie liegen bei 250m für das Abtast- und 300m
für das Anregungslicht.
Ein in Phase mit dem Laser laufendes Unterbrecherrad (Chopper27) blockiert jeden
zweiten Anregungspuls, so dass die aufeinanderfolgenden Abtastpulse abwechselnd die
26engl.: reﬂected eﬀective focal length, Abstand vom Fokus bis zur Mitte der Optik
27engl.: to chop – zerhacken
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Gitter d/mm 1 B/m min=m max=m RLD/(nm/mm)
1 300 4 2 6 10
2 150 6 3 9 20
3 75 8 4 12 40
Tabelle 3.2: Übersicht der in das Spektrometer eingebauten Gitter. Die Angaben beruhen auf
Herstellerinformationen.
angeregte und die nicht angeregte Probe detektieren. Außerdem kann durch eine Ver-
zögerungsplatte in einer computergesteuerten Rotationseinheit die Orientierung der
Polarisationsebene des linear polarisierten Anregungslichtes beliebig variiert werden.
Spektrometer und IR-Detektor
Das verwendete Spektrometer Sure-Spectrum 250is (CHROMEX, Albuquerque, USA)
ist in Czerny-Turner-Konﬁguration aufgebaut. Es hat eine Brennweite von 250mm
und ist für Abbildungsfehler korrigiert, so dass sich ein scharfes Bild des gesamten
Eintrittsspalts in der Detektorebene ergibt. Eingebaut sind drei verschiedene Gitter, die
sich in Gitterkonstante d28 und Blazewellenlänge Bl
29 unterscheiden. Damit stehen
unterschiedliche Auflösungen in den einzelnen Wellenlängenbereichen zur Verfügung. Für








mit dem Winkel  zwischen der Gitternormalen und dem reﬂektierten Strahl, der
Wellenlänge  und der Interferenzordnung m. Der Zusammenhang zwischen Wellenlänge
und Ablenkung in der Detektorebene ist nicht linear, deswegen ist die Angabe der Auflö-
sung in Form eines Kanalabstandes oder der sogenannten reziproken linearen Dispersion
(RLD30) nur für die angegebene Blazewellenlänge sinnvoll. Die Speziﬁkationen sind in
Tabelle 3.2 zusammengefasst. Da die Gitter nur für den Bereich um ihre angegebene
Blazewellenlänge eingesetzt wurden, konnten gemittelte Kanalabstände bestimmt und für
die jeweilige Auswertung benutzt werden. Dabei wurde eine gute Übereinstimmung für
überlappende Wellenlängenbereiche bei verschiedenen Messungen erhalten [128]. Insofern
ist der aus der Kalibrierung resultierende Fehler vertretbar.
Das Spektrometer wird über die serielle Schnittstelle (RS232) angesteuert, alle wesent-
lichen Funktionen sind ins Messprogramm (vgl. Abschnitt 3.2, S. 51) implementiert. Es
28Die Gitterkonstante wird in Gitterfurchen pro mm angegeben
29Bei einem geblazten Gitter sind die Gitterfurchen schräg geritzt. Bei gegebener Interferenzordung
ﬁndet die geometrische Reﬂexion an den Furchen genau bei der Blazewellenlänge statt, das Reﬂexi-
onsvermögen ist maximal.
30engl.: Reziprocal Linear Dispersion
403.1 Der Aufbau des IRMA-Experiments
lassen sich die Gitter wechseln, die Wellenlänge einstellen und die Größe des Eintrittss-
palts von 0 bis 2mm in Schritten von 2m verändern.
Das dispergierte Infrarotlicht wird durch einen Detektor vom Typ MCT-12-32-0.50
(Infrared Systems Development, Winter Park, USA) aus zwei Zeilen mit je 32 Elementen
aus Quecksilber-Cadmium-Tellurid (MCT31) detektiert. Es handelt sich um hochemp-
ﬁndliche Photoleiter – also Quantendetektoren, die den inneren Photoeﬀekt ausnutzen.
Gemessen wird die Änderung der elektrischen Leitfähigkeit in den Halbleitern nach der
Absorption eines IR-Photons. Der zugängliche Spektralbereich erstreckt sich von <1m
bis ca. 13m, die maximale Empﬁndlichkeit liegt bei 12m. Der Detektor muss während
der Messung permanent mit ﬂüssigem Stickstoﬀ gekühlt werden, er verfügt über ein
Dewargefäß mit einer Standzeit von über acht Stunden. Die Detektorelemente besitzen
Abmessungen von 0,5×0,5mm2 und sind durch 0,1 mm breite Lücken getrennt, der
mittig gemessene Abstand beider Detektorzeilen beträgt 8mm.
Digitalisierung der Messwerte
Zur Datenaufnahme wurde ein speziell auf den verwendeten Detektor abgestimmtes
IR6416-Vielkanalintegratorsystem (Infrared Systems Development, Winter Park, USA)
verwendet. Es besteht aus fünf parallelen Einheiten von Vorverstärkern, Boxcar-Inte-
gratorsystem, Auslese- und Halteelektronik, Multiplexer und Analog-Digital-Wandlern
(ADC32) sowie Speicher- und Datentransferelektronik. Das gesamte System wird über
ein TTL-Steuersignal33 mit dem Lasersystem synchronisiert.
Jedes Detektorelement wird über einen eigenen Vorverstärker mit der notwendigen
Vorspannung versorgt, die Signale werden etwa um den Faktor 200 verstärkt. Die Integ-
rator- und Halteglieder verarbeiten jeweils 16 Kanäle simultan. Die Integrationszeit für
die Signale lässt sich zwischen 54ns und 2,6s einstellen, die Verzögerung zwischen 30ns
und 520ns. Die 16 Kanäle jeder Einheit werden über jeweils einen Multiplexer und ADC
im Bereich von  10V bis +10V mit einer Auflösung von 16Bit digitalisiert und die
Werte in einem schnellen FIFO-Speicher34 abgelegt. Das System zeichnet sich durch eine
hohe Linearität und ein geringes Rauschen aus. Es lassen sich bis zu eine Million Werte
also die Daten für über 10000 Laserschüsse aufnehmen und speichern. Das entspricht
hier einer Messdauer von 10s.
Für das Auslesen der 64 Detektorkanäle werden vier der fünf Einheiten benötigt,
die fünfte erlaubt prinzipiell die simultane Erfassung von bis zu 16 weiteren, externen
Messgrößen. Bei der hier vorliegenden Ausführung sind nur die ersten acht dieser externen
Eingänge beschaltet, diese werden nicht verstärkt aber ebenso wie die MCT-Signale
integriert und gewandelt. Im Allgemeinen wurde nur das Signal einer Photodiode,
die hinter dem Unterbrecherrad des Abtaststrahlenganges positioniert war, über einen
31engl.: Mercury Cadmium Telluride
32engl.: Analog to Digital Converter
33Transistor-Transistor-Logik, „0 “: 0V und „1 “: 5V
34engl.: First In First Out
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(a) Justagelehre und Küvetten (b) Grundplatte
Abbildung 3.7: Die Rotations- und Durchﬂussküvette (mitte und rechts) sowie die Lehre zur Vorjustage
(links) sind auf der Unterseite mit Passbohrungen versehen, die einen einfachen und schnellen Austausch
der gesamten Einheit mit hoher Positioniergenauigkeit ermöglichen (a). Die zugehörige Grundplatte
bildet eine Einheit mit den Parabolspiegeln (b). Die Bohrungen und zwei der Stifte sind gut zu erkennnen,
ebenso die Durchgangsbohrung zur Einkopplung des Anregungslichts im hinteren Parabolspiegel.
externen Eingang eingelesen. So lassen sich für jeden Laserschuss zweifelsfrei die Zustände
mit und ohne Anregungslicht unterscheiden.
Das gesamte System ist für Repetitionsraten von 0 bis 2kHz ausgelegt und über die
mitgelieferte PC-Einsteckkarte können die Daten mit 10MHz bei 32Bit Bandbreite
sehr schnell an den Rechner übertragen werden. Datenaufnahme und -transfer erfolgt
programmgesteuert über die mitgelieferten LabVIEW-Routinen des Herstellers – genauso
wie die Einstellung der Integrationsparameter. Diese Programme wurden in die selbstent-
wickelte Software integriert (vgl. Abschnitt 3.2 ab S. 51). Mit einem Oszilloskop wurde der
Signalverlauf mit dem Integrationsfenster verglichen und die optimale Verzögerungszeit
eingestellt, während die Integrationszeit für jede Messung so festgelegt wurde, dass die
Signale im Dynamikbereich des ADC lagen.
Küvettendesign
Für die Messung der transienten Absorptionsänderungen ist im Allgemeinen ein schneller
Austausch der Probe im Anregungsfokus notwendig, um identische Messbedingungen für
jeden Laserschuss und somit jede Einzelmessung zu garantieren. Bei einem Durchmesser
des Anregungsfokus von 300m muss die Probe innerhalb von einer Millisekunde – der
Zeit zwischen zwei Laserschüssen – um diese Strecke bewegt werden. Die Geschwindig-
keit muss also bei 0,3m/s liegen. Um die Probe zu bewegen kann sie entweder durch
eine Durchﬂusszelle gepumpt werden oder die gesamte Probenzelle wird bewegt. Eine
Durchﬂusszelle ist wesentlich stabiler und liefert entsprechend rauscharme Ergebnisse,
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benötigt aber wesentlich mehr Probenmenge, da die Pumpe und Schläuche zu füllen sind.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher beide Ansätze realisiert.
Die beiden Küvettenhalterungen sowie eine Justagelehre sind in Abbildung 3.7(a)
gezeigt. Alle Einheiten sind auf einer Grundplatte montiert, die mit Hilfe von Passstiften
präzise zwischen den beiden Parabolspiegeln (PS1 in Abb. 3.6) ausgerichtet und mit zwei
Inbusschrauben befestigt werden. Dafür sind die Parabolspiegel fest an eine Grundplatte
montiert, die ebenfalls ein Raster präzise gesetzter Bohrungen aufweist (Abb. 3.7(b)).
Die Justagelehre besitzt eine Bohrung von etwa 0,5mm Durchmesser, mit der sich der
optimale Strahlengang des Anregungs- und Abtastlichts am Probenort vorjustieren lässt.
Durchﬂusszelle
Die Grundkonstruktion der Durchﬂussküvette folgt dem Design von Bredenbeck und
Hamm [129] und ist dort ausführlich beschrieben. Im Detail wurden am Design jedoch
einige entscheidende Verbesserungen vorgenommen, die die Arbeit erheblich erleichtern
und den schnellen und einfachen Tausch gegen andere Küvetten oder Justagelehren
ermöglichen – ohne die Notwendigkeit einer Justage.
Im Wesentlichen besteht die Probenzelle aus zwei Kalziumﬂuoridfenstern, die durch
eine Folie aus PTFE35 getrennt sind, in die der Strömungskanal eingeschnitten ist.
Eine der Scheiben ist zur Durchleitung der Probe mit zwei Bohrungen von 1,5mm
Duchmesser versehen. Vor- und Rücklauf bestehen aus PTFE-Schläuchen mit 1mm
Innendurchmesser, die am Ende aufgeweitet wurden. Die Abdichtung der Schlauchen-
den gegen die durchbohrte Scheibe erfolgt über O-Ringe aus Chemraz mit 1,42mm
Innendurchmesser und 1,52mm Schnurstärke (Greene Tweed, Hofheim am Taunus). Die
gesamte Konstruktion ist in ein Messinggehäuse untergebracht, allein der Anpressdruck
durch den aufgeschraubten Deckel genügt zur Abdichtung, wobei zwei 100m dicke
PTFE-Folien eine Beschädigung der Scheiben verhindern. Die Küvette ist in Abbildung
3.8 in verschiedenen Ansichten abgebildet.
Im Vergleich zu der veröﬀentlichten Konstruktion [129] wurden einige praktische
Verbesserungen vorgenommen: Die Befestigung erfolgt an einer präzise einstellbaren xyz-
Einheit die eine hohe Stabilität gewährleistet (vgl. Abb. 3.7(a)). Diese wird auf der bereits
beschriebenen Grundplatte befestigt und lässt sich sehr einfach einsetzen und ausrichten.
Die Befestigung der Küvette erfolgt nun durch das Einführen der runden Anformung in die
Aussparung des Verschiebetisches und dem Anziehen von zwei bis vier gut zugänglichen
Inbusschrauben. Man benötigt nur einen Inbusschraubendreher und weniger als eine
Minute zum Austausch der Probenzelle gegen eine andere – beispielsweise eine Blende zum
Justieren oder ein Halbleitersubstrat zum Einstellen des Zeitnullpunktes. Die Halterung
verbleibt in der Anlage und erlaubt wegen des präzisen Anschlags das Messen unter
identischen Bedingungen. Die Schläuche werden durch Nuten im Verschiebetisch nach
vorne geführt, deswegen kann der Probenkreislauf beim Küvettenwechsel geschlossen
bleiben und Schläuche brauchen nicht durch die Öﬀnung gefädelt werden. Die Ausfräsung
35Polytetraﬂuorethylen, bekannt unter dem Markennamen Teﬂon
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(a) oﬀen (b) montiert (c) eingebaut
Abbildung 3.8: Detailansicht der Durchﬂusszelle. In (a) erkennt man gut die hintere, durchbohrte
CaF2-Scheibe und die darunterliegenden O-Ringe. (b) zeigt die vollständig montierte Küvette und (c)
die in der Halterung eingebaute Einheit. Man beachte die runde Gehäuseanformung, die durch die
Aussparung des Verschiebetisches geführt wird sowie die Nuten zur Führung der Schläuche auf die
Vorderseite.
für die CaF2-Scheiben ist vertieft und der Messingdeckel besitzt eine entsprechende
Anformung, was den Zusammenbau der Einheit erheblich vereinfacht, da die schützende
letzte Folie nun nicht mehr an den Kanten eingeklemmt werden kann.
Die beiden äußeren Folien sind 100m dick, die mittlere ist in den Stärken 50m,
100m und 200m vorhanden, der Strömungskanal ist stets 2mm breit. Die Folien
wurden bereits in der richtigen Form bezogen, der Zuschnitt erfolgte durch Wasserstrahl-
schneiden (Karl Späh, Scheer). Für 100m ergibt sich aus den geforderten 0,3m/s Pro-
benvorschub und der Querschnittsﬂäche von 0,2mm2 ein Volumenstrom von mindestens
60l/s bzw. 3,6ml/min, was leicht realisierbar ist. Als Pumpe diente eine Peristaltikpum-
pe mit einem Masterﬂex Pumpenkopf für PTFE Pumpenschläuche (Cole-Parmer, Illinois,
USA) und es wurde ausschließlich PTFE als Schlauchmaterial eingesetzt. Das minimale
Probenkreisvolumen liegt bei 1ml, was in erster Linie durch den Pumpenschlauch und
die langen Verbindungsleitungen bestimmt wird.
Rotationsküvette
Die entwickelte Rotationsküvette besticht durch ihre einfache Handhabung und den sehr
kompakten aber stabilen Aufbau. Besonders hervorzuheben ist, dass die verwendeten
Probenzellen einen Küvettenwechel mit wenigen Handgriﬀen und ohne Werkzeug ermögli-
chen. Dabei ist eine hervorragende Vergleichbarkeit jederzeit gegeben. Die Mechanik mit
der montierten Küvette ist in Abbildung 3.7(a) in der Mitte abgebildet. Die Probenkam-
mer selbst besteht aus zwei Kalziumﬂuoridscheiben und einem 50m starken PTFE-Ring
mit 25mm Außen- und 19mm Innendurchmesser (Karl Späh, Scheer). Das Gehäuse
bildet eine kommerzielle Linsenhalterung (SM1L03, Thorlabs, Karlsfeld), wobei der
Gewindering zum Zusammenpressen der Scheiben und damit zum Abdichten verwendet
wird. Die Probenzelle wird über das ebenfalls vorhandene Außengewinde direkt in die
kugelgelagerte Röhre der Rotationseinheit eingeschraubt, die über einem Riemenantrieb
von einem kleinen Elektromotor gedreht wird.
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(a) Rotationsküvette mit Faseranschluss der Be-
lichtungseinheit und Heizwendeln
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LC 04 ohne weitere Filter
(b) Spektren der UV-Belichtungseinheit
Abbildung 3.9: (a) Belichtungseinheit der Rotationsküvette mit dem Heizwendeln zur elektrischen
Beheizung aber ohne die Isolierkammer. In (b) sind die Spektren der UV-Lampe bzw. der UV-Lampe
mit den verwendeten Filterkombinationen dargestellt.
Eine zusätzliche Translationsbewegung dieser Baugruppe wird durch ein Linearlager
ermöglicht. Der Antrieb erfolgt mit einem direkt am Elektromotor angebrachten Exzenter
über eine Pleuelstange. Ein verschiebbarer und in jeder Position arretierbarer Nutenstein
erlaubt einen beliebig einstellbaren Hub und ein mit Langlöchern befestigtes Gegenlager
die freie Wahl des Umkehrpunktes. Bei einer typischen Einstellung wird die Probe
innerhalb eines Kreisringes mit einem Innendurchmesser von >8mm angeregt. Der
geforderte Probenvorschub von 0,3m/s entspricht dann einer Rotationsgeschwindigkeit
von 12 Umdrehungen pro Sekunde oder 720 pro Minute, was leicht erreicht werden kann.
Probenbelichtung
Einige Proben erfordern eine kontinuierliche Belichtung während der zeitaufgelösten
Messung zur Herstellung und Erhaltung eines photostationären Gleichgewichtszustands.
Insbesondere bei geringen Probenmengen und langer Messdauer kann sonst die Verschie-
bung der Gleichgewichtslage durch das Anregungslicht nicht vernachlässigt werden. Die
hier entwickelte Probenkammer erlaubt die permanente und gleichmäßige Beleuchtung
der gesamten Probe während der Messung über einen Lichtleiter.
Hier wurde als Lichtquelle eine UV-Lampe des Typs LC04 (Hamamatsu, Herrsching)
mit einem Quarzglaslichtleiter mit 5mm Durchmesser verwendet. Das aus der Faser
emittierte Licht wird über eine Linse in einen zweiten, identischen Lichtleiter eingekoppelt
und durch eine Kombination aus Farbglas- und ND-Filtern spektral geﬁltert bzw. in der
Intensität angepasst. Die Filterhalterung ist als Wasserbad ausgelegt, was die thermische
Spannung in den Filtergläsern verringert und so einem Defekt der Optiken vorbeugt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschließlich eine Quecksilber-Xenon-Dampflampe als
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Leuchtmittel eingesetzt, die Spektren mit und ohne die verwendeten Filterkombinationen
werden in Abbildung 3.9(b) dargestellt.
Die Beleuchtung der Probe erfolgt direkt mit dem divergierenden Lichtbündel am
Faserausgang ohne weitere Optiken. Zur Positionierung der Faser dient eine Halterung, die
auf die Grundplatte der Küvetteneinheit aufgesteckt und durch Stifte exakt ausgerichtet
wird (Abb. 3.9). Das Faserende wird in den Messingblock gesteckt und beleuchtet die
Probenzelle schräg von oben. So ist eine absolut gleichmäßige Ausleuchtung der Probe bei
ungehindertem Strahlengang von Anreg- und Abtast- bzw. Referenzlicht gewährleistet.
Die Steckmontage ermöglicht den schnellen Ein- und Ausbau der gesamten Einheit ohne
zusätzliche Werkzeuge, so dass der Küvettenwechsel immer noch sehr einfach bleibt.
Probentemperierung
Um die transienten Infrarotspektren bei unterschiedlichen Temperaturen messen zu kön-
nen, wurde sowohl für die Durchﬂuss- als auch für die Rotationszelle eine Möglichkeit zur
Beheizung geschaﬀen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschließlich die temperierbare
Rotationsküvette eingesetzt.
Eine direkte Beheizung der Probenzelle ist hier aus verschiedenen Gründen unmöglich,
es sollen einige Schwierigkeiten angeführt werden: wegen der metallischen Kontaktstellen
würde ein großer Teil der Wärme über das Kugellager abgeleitet werden, eine homo-
gene Temperaturverteilung in der Probenkammer ist nicht zu gewährleisten, die volle
Rotationsgeschwindigkeit muss bei Beheizung erhalten bleiben.
Bei der hier gewählten Lösung wird die Küvette von einer isolierten Temperkammer
aus 1cm dickem, aluminiumkaschiertem Polyurethanschaum umschlossen, die Öﬀnungen
für Anreg- und Abtaststrahlengang sowie den Faseranschluss der Belichtungseinheit
besitzt. Deren Inneres wird elektrisch mit einem aufgewickelten Widerstandsdraht be-
heizt (Abb. 3.9(a)). Durch die Erwärmung des gesamten eingeschlossenen Luftvolumens
innerhalb der Kammer wird ein Temperaturgradient innerhalb der Probenzelle vermie-
den. Der thermische Kontakt von optischem Tisch und Küvettenhalterung wird durch
Kunststoﬀdistanzstücke minimiert. Die Heizleistung ist über ein regelbares Netzteil
stufenlos einstellbar und die erreichte Temperatur wird innerhalb der Kammer durch ein
Thermoelement im Messingblock der Belichtungseinheit bestimmt.
Um den erforderlichen Platz für die Isolierung zu schaﬀen, muss die Strahlführung
modiﬁziert werden. Die Grundplatte mit den Parabolspiegeln (PS1 in Abb. 3.6) wird so
angeordnet, dass das Abtastlicht die Paraboloiden an den Rändern triﬀt und die ein- und
auslaufenden Strahlen möglichst weit voneinander separiert sind. Das Anregungslicht
wird seitlich an dem Parabolspiegel vorbeigeführt. Die Küvetteneinheit muss ebenfalls
etwas verdreht werden, die Ausrichtung ist ein Kompromiss aus dem Platzbedarf für die
Isolierung der Temperkammer und dem optimalen Winkel zu Anreg- und Abtaststrahl
von 90°.
Mittels einer Küvette mit einem durchbohrten CaF2-Fenster konnte die Temperatur
bei Testmessungen direkt in der Probenzelle bestimmt und mit der im Messingblock
korreliert werden. So konnte für jede Solltemperatur der Probe zunächst die korrespondie-
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Abbildung 3.10: Computergesteuerte Rotationseinheit zur Polarisationskontrolle. Gut sichtbar sind
der oben angeﬂanschte Schrittmotor mit den Antriebszahnrädern sowie die Nocke (links) und der
Mikroschalter zur Referenzierung der Position. Die eingebaute Verzögerungsplatte ist hinter dem
Messingdrehteil zu erkennen.
rende im Messingblock sowie die optimale Heizleistung bestimmt werden. Vor Beginn der
Messung musste zunächst die Einstellung eines thermischen Gleichgewichtes abgewartet
und evtl. der Strahlengang im Bereich der Probenkammer erneut optimiert werden. Der
stationäre Zustand wurde nach etwa einer Stunde erreicht und mit Hilfe eines Folien-
temperaturfühlers (Pt100) zwischen der Grundplatte mit den Parabolspiegeln und dem
optischen Tisch veriﬁziert. Die Aufheizung der Luft außerhalb der Temperkammer kann
vernachlässigt werden, da die gesamte Apparatur permanent mit getrockneter Luft bei
Raumtemperatur gespült wird und so kein Wärmestau entsteht. Die Dichteschwankungen
der erwärmten Luft führen zu Richtungsschwankungen von Anreg- und Abtaststrahl, es
zeigt sich jedoch in den Messergebnissen, dass sich keine signiﬁkante Verschlechterung
des Signal-zu-Rausch-Verhältnisses ergibt.
Die Temperierung einer Durchﬂusszelle inklusive der Vor- und Rücklaufschläuche für
die Probe wurde bereits von Bredenbeck demonstriert [130], derselbe Ansatz wurde
hier verwendet. Das Gehäuse der Küvetten wurde modiﬁziert: es besitzt eine größere
Materialstärke und ist mit Kanälen versehen, die eine Beheizung mittels eines Um-
laufthermostaten ermöglichen. Auf der Rückseite dient ein Kunststoﬀdrehteil zwischen
Gehäuse und dem Verschiebetisch als thermische Isolierung. Die Konstruktion wurde so
abgeändert, dass sich dieselbe Position der CaF2-Scheiben relativ zum Anschlag ergibt,
wie bei den unmodiﬁzierten Küvetten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden sie jedoch nicht
mehr eingesetzt, weshalb auf weitere Details verzichtet wird.
Polarisationskontrolle
Zur Messung von Anisotropieinformationen (vgl. Abschnitt 3.2.3, ab S. 60) ist eine
Messung mit verschiedenen relativen Orientierungen der Polarisationsebenen von Anreg-
und Abtastpuls notwendig. Ein automatischer, wiederholter Wechsel der Orientierungen
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während der Messung bietet die beste Vergleichbarkeit der Messwerte, da alle Messreihen
unter ansonsten identischen Bedingungen aufgenommen werden.
Deshalb wurde eine computergesteuerte Rotationshalterung entwickelt, die ein schnel-
les und präzises Ausrichten einer =2 -Verzögerungsplatte ermöglicht (Abb. 3.10). Diese
ist aufgrund der kompakten Bauweise leicht in den optischen Aufbau zu integrieren und
erlaubt auf komfortable Weise die programmgesteuerte Einstellung beliebiger Polarisa-
tionen. In dieser Arbeit wurden achromatische Verzögerungsplatten mit Luftspalt für die
Bereiche 300nm bis 470nm und 460nm bis 680nm (B. Halle Nachﬂ., Berlin) eingesetzt.
Ein Schrittmotor MS019HT (Isel, Eiterfeld) mit einem Schrittwinkel von 1,8° treibt
über ein 1:2 untersetztes Zahnradgetriebe direkt die kugelgelagerte Optikhalterung an.
Die Ansteuerung erfolgt über eine LS-146 Schrittmotorsteuerung (Logosol, Sunnyvale,
USA) im Mikroschrittbetrieb. Damit liegt die Winkelauflösung theoretisch bei 0,1125°
(3200 Schritte pro Umdrehung), sie wird also allein durch das Getriebespiel bestimmt. Die
Steuerung verfügt über Eingänge für Referenz- und Endlagenschalter. Eine Nockenscheibe
und ein Mikroschalter ermöglichen somit das exakte Anfahren einer Referenzposition.
Dabei wird der Schaltzeitpunkt stets mit dem nächsten Vollschritt identiﬁziert, um
Ungenauigkeiten zu minimieren.
Die gesamte Steuerung und Kalibrierung ist in das Messprogramm (Abschnitt 3.2,
ab S. 51) integriert, wichtige Einstellungen wie Motorströme und Taktraten sind in der
Parameterdatei abgespeichert. Mit Hilfe eines Polarisators werden die Polarisationszu-
stände parallel und senkrecht eingestellt und die Motorpositionen werden als Parameter
gespeichert. Für die Messung beliebiger Winkel sind diese nur noch im Programm einzu-
geben, die zugehörigen Motorpositionen werden automatisch aus den hinterlegten Werten
interpoliert.
Um Störungen der Messung durch den mit 20kHz modulierten Motorstrom oder
die Steuerung selbst zu minimieren, wird die Verstärkerstufe nach dem Erreichen der
korrekten Position und vor der Aufnahme von Daten stets abgeschaltet. Trotz dieser
Ab- und Einschaltvorgänge erfolgt das Umschalten zwischen parallel und senkrecht sehr
schnell (<1s). Vor jeder Messreihe wird außerdem einmal die Referenzposition angefahren
um die Akkumulation von Schrittfehlern zu vermeiden.
3.1.5 Eliminierung von Störgrößen
Entscheidend für das Signal-zu-Rausch-Verhältnis der Messungen ist die reproduzierbare
Erzeugung der Abtastpulse und deren rauscharme Detektion. In der Entwicklung und
Optimierung des experimentellen Aufbaus wurden zahlreiche Ursachen für Instabilitäten
identiﬁziert und eliminiert, um die experimentelle Auflösung bei vorgegebener Messdauer
zu erhöhen.
Dabei ist hervorzuheben, dass sich die Zeitskalen, auf der sich Störungen auswirken,
entsprechend ihrer Ursache unterscheiden. Abweichungen auf der Millisekundenzeitskala
oder einzelner Abtastpulse entstehen beispielsweise in der IR-Erzeugung (suboptimale
Justage, Leistungs- oder Richtungsschwankungen des Lasers, Vibrationen des optischen
Tisches) in der Detektion (elektromagnetische Pulse, Spannungsspitzen im Netz) oder
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durch die Bewegung der Probe (Luftblasen, Schwebeteilchen). Drifts im Bereich von
einigen hundert Millisekunden können durch Instabilitäten des Lasersystems und der
nichtlinearen optischen Prozesse, Bewegungen der Probe/Küvette (Keilwinkel in den
Fenstern, Probeninhomogenitäten) verursacht werden. Sehr langsame Änderungen in
den detektierten Pulsspektren ergeben sich vor allem durch Temperaturschwankungen
im Labor oder in den Kühlwasserkreisläufen des Lasers. Ein Teil der Probleme kann
mit technischen Maßnahmen behoben werden, andere Störungen lassen sich durch die
Filterung der gemessenen Daten nachträglich korrigieren. Im Folgenden werden zwei
Beispiele für große Intensitätsschwankungen und die Methoden zu ihrer Behebung
vorgestellt
Temperaturschwankungen
In Abbildung 3.11(a) wird gezeigt, welchen Einﬂuss die Schwankungen der Labor-
temperatur auf die gemittelte Infrarotintensität haben. Ursache für die regelmäßigen
Temperaturänderungen ist die sehr leistungsfähige Klimatisierung des Labors: es sind
zwei Innengeräte mit einer Kühlleistung von jeweils 2,5kW verbaut, deren Regelung
den Betrieb zwischen etwa 10% und 100% der Nennleistung gestattet. Liegt im Labor
keine entsprechende Heizlast vor, dann schalten sich beide Aggregate ab (T<22℃),
die Temperatur steigt und führt zu einem zeitverzögerten Einschalten beider Geräte
(T22℃). Nach der schnellen Abkühlung des Labores schalten diese wieder ab und
eine Regelung der Kühlleistung erfolgt nicht.
Oﬀensichtlich korreliert die mittlere IR-Intensität über den gesamten Zeitraum dieser
Messung von über 12h mit diesen Temperaturänderungen. Eine direkte Beeinﬂussung der
nichtlinearen optischen Prozesse kann allerdings ausgeschlossen werden: der gesamte opti-
sche Tisch ist mit Kunststoﬀplatten abgedeckt und so teilweise isoliert, die Schwankungen
liegen hier nur noch im Bereich von ±0,1℃.
Als Ursache wurden Verwindungen des optischen Tisches identiﬁziert, die sich aus
den unterschiedlichen Temperaturen der isolierten Ober- und der ungeschützten Un-
terseite ergaben. Die unterschiedliche Wärmeausdehnung konnte mit Hilfe eines LM10
Quadrantenmesskopfes zusammen mit einem Messgerät vom Typ Fieldmaster (Coherent,
Dieburg) anhand der ebenfalls temperaturabhängigen Strahlrichtungsschwankung der
Laserfundamentalen nachgewiesen werden (Abb. 3.11).
Um die Probleme durch die Klimatisierung zu beseitigen wurden folgende Maßnahmen
ergriﬀen:
• Alle Wärmequellen wie Thermostate, Netzteile oder andere elektrische Verbraucher
wurden unter dem optischen Tisch bzw. aus dessen Nähe entfernt.
• Die Steuerung für beide Innengeräte der Klimaanlage wurde entkoppelt, bei geringe-
rem Kühlleistungsbedarf kann eines abgeschaltet werden. Temperaturschwankungen
erfolgen langsamer und der Regelbereich des aktiven Aggregates wird ausgenutzt.
• Der optische Tisch wurde seitlich mit Folien abgehängt. Mit dieser Isolierung




































































































(b) Labortemperatur und Laserstrahlposition
Abbildung 3.11: (a) Schwankungen der Labortemperatur haben einen direkten Einﬂuss auf die IR-
Erzeugung: die zwei benachbarten Minima entstehen durch das zeitverzögerte Einschalten beider
Klimaanlagen, die Außentemperaturen bestimmen wesentlich den Einschaltzyklus. Das Befüllen des
Detektors mit ﬂüssigem Stickstoﬀ am Beginn der Messung und nach ca. 51/4h zeigt keinen Eﬀekt.
(b) Ursache sind Strahlrichtungsschwankungen des Lasers aufgrund einer Verwindung des optischen
Tisches durch die unterschiedlichen Temperaturen auf seiner Ober- und Unterseite.
Diese sehr einfachen Lösungen haben sich als erfolgreich erwiesen, die jetzt noch auf-
tretenden Langzeitdrifts sind weitgehend von der Labortemperatur entkoppelt. Die
Anschaﬀung oder der Bau einer Einheit zur aktiven Stabilisierung von Strahllage und
-Position könnte in Zukunft noch weitere Verbesserungen bringen.
Vibrationen
Abbildung 3.12 zeigt das Ergebnis für zwei Messungen der Intensität von jeweils 3500
aufeinander folgenden MIR-Pulsen – ohne Probe. Bei einer der Messungen (grau) wur-
den zusätzlich durch Klopfen auf den optischen Tisch Instabilitäten eingeführt, was
an der ab Puls Nr. 550 deutlich gestiegenen Schwankung zu erkennen ist. Die mit
diesen Vibrationen verbundenen Schwingungen der optischen Elemente erzeugen gerin-
ge Strahlrichtungsschwankungen, die wegen der nichtlinearen Prozesse zu erheblichen
Instabilitäten führen.
In der Darstellung der Puls-zu-Puls-Abweichung ((I)i = Ii+1   Ii) ist zu erkennen,
dass die Vibrationen die hohe Korrelation in der Intensität aufeinanderfolgender Schüsse
zerstört. Dabei wird die Verteilung der Werte selbst (Abb. 3.12(b), linke Graphen) durch
die in beiden Messreihen zusätzlich vorhandene, langsamere Modulation bestimmt und























































Schuss zu Schuss Schwankung































































(b) Histogramme der zwei Messreihen
Abbildung 3.12: Zwei Messungen des MIR-Signals von 3500 Laserschüssen wurden unter identischen
Einstellungen aufgenommen, während einer Messreihe (grau) wurde leicht auf den optischen Tisch
geklopft (a). Die verursachten Störungen (etwa ab Schuss Nr. 550) sind besonders in der Schuss zu
Schuss Abweichung zu erkennen. In (b) sind die Verteilungen der MIR-Signale und ihrer Schuss zu Schuss
Abweichung aufgetragen, die Verteilung der Abweichung für die gestörte Messung ist stark verbreitert.
Puls-zu-Puls-Abweichungen lassen sich am besten in den Flanken der zugehörigen
Histogramme (Abb. 3.12(b), rechte Graphen) identiﬁzieren.
Um derartige Störungen zu vermeiden, werden Geräte mit beweglichen Teilen mög-
lichst nicht auf dem optischen Tisch untergebracht (z.B. die Peristaltikpumpe) oder
durch Gummipuﬀer schwingungsisoliert (z.B. das Unterbrecherrad). Alle Vibrationen
lassen sich jedoch nicht vermeiden, da das Gebäude sie selbst bei entfernten Quellen
in das optische System überträgt. Deshalb wurden als weitere Maßnahme die bisher
ungenutzte Schwingungsisolierung des optischen Tisches in Betrieb genommen: Die
vorhandenen Füße der I2000 Serie (Newport, Darmstadt) entkoppeln den optischen
Tisch durch luftgelagerte Kolben in allen drei Raumrichtungen vom Untergrund, wirken
als Schwingungsdämpfer und stellen über pneumatische Steuerventile eine automatische
Niveauregulierung zur Verfügung. Um einen komfortablen und sicheren Dauerbetrieb
in Zukunft zu gewährleisten, wurde im Labor eine entsprechende Druckluftversorgung
inklusive Kondensatabscheider, Filterkombination und Druckminderer installiert.
3.2 Das Messprogramm
Zusammen mit dem experimentellen Aufbau wurde ein umfangreiches Softwarepaket in
der Programmiersprache LabVIEW7.1 (National Instruments, München) entwickelt, das
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die Kontrolle sämtlicher computergesteuerter Komponenten sowie die Datenerfassung und
-vorverarbeitung ermöglicht. Der Funktionsumfang geht weit über die Ablaufsteuerung
einer Messung hinaus, zahlreiche Unterprogramme dienen der Optimierung der optischen
Prozesse oder der Wahl der Parameter für die anstehende Messung. Im Folgenden wird
insbesondere auf die Datenerfassung und -vorverarbeitung sowie die während einer
Messung ablaufenden Prozesse näher eingegangen.
3.2.1 Funktionsumfang
Eine detaillierte Beschreibung der Programmstruktur würde den Umfang dieser Arbeit
sprengen, daher wird nur ein kurzer Überblick über die bereitgestellten Funktionen
gegeben.
• Einstellung aller relevanten Parameter, wie beispielsweise:
– Spektrometer: Auswahl von Spaltbreite, Gitter und Wellenlänge
– ADC: Integrationsdauer und -verzögerung, Anzahl der aufzunehmenden La-
serschüsse, Zuordnung der Detektorzeilen als Signal und Referenz
– Verschiebetisch: Nullpunktseinstellung, Vorgabe der Zeitpunkte bzw. Positio-
nen
– Vorgabe der zu messenden Polarisationszustände
– Datenverarbeitung: Festlegen von Schwellwerten
– Datenspeicherung: Zielverzeichnis, Auswahl der zu speichernden Dateien
(referenzierte und/oder unreferenzierte Messung, Anlegen einer Protokolldatei),
Kommentare in den Datensätzen
– Festlegen von Schnittstellen und Kommunikationsparametern
• Hilfsprogramme zum Optimieren der experimentellen Einstellungen
– Anzeige des Spektrums der MIR-Abtastpulse auf beiden Detektorzeilen zur
Optimierung der IR-Erzeugung und der Einkopplung in das Spektrometer
– Anzeige der Intensität einer frei wählbaren Anzahl aufeinander folgender
Laserschüsse und deren Standard- bzw. Schuss-zu-Schuss-Abweichung zur
Optimierung der IR-Erzeugung in Hinblick auf Stabilität
– Einstellung der verwendeten Schwellwerte und Darstellung ihrer Wirkung
(vgl. S. 55)
• Hilfsprogramme zur Einstellung nicht frei wählbarer Parameter
– Zuordnung eines Detektorkanals zur eingestellten Wellenlänge (Kalibrierung)
– Suchen des zeitlichen Überlapps von Anreg- und Abtastpulsen, Festlegen des
Nullpunktes des Verschiebetisches
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– Einstellung der Schrittmotorpositionen der Rotationshalterung für parallele
und senkrechte Orientierung der Polarisation von Anreg- und Abtastlicht
• Programme zum Erleichtern der Bedienbarkeit
– Erstellung einer Zeitskala als stetig diﬀerenzierbare Zusammensetzung von
linear und exponentiell anwachsenden Schritten, Berechnung der zugehörigen
Verschiebetischpositionen, Validierung der erhaltenen Werte in Hinblick auf
die Grenzen des Verfahrbereiches
– Automatische Vergabe von Dateinamen für jede gestartete Messung aus dem
Datum bei Start der Messung und fortlaufender alphabetischer Indizierung
und Erweiterung des Namens für referenziert/unreferenziert sowie den Polari-
sationszustand.
• Wählbare Speicherung der gemittelten Signale aller Kanäle in einer Protokolldatei
zur Validierung der Messergebnisse und Erleichterung der Fehlersuche.
Alle in der Software einstellbaren Werte werden in einer globalen Variablen abgelegt
und bei Änderungen in einer Parameterdatei auf der Festplatte gespeichert. Beim
Programmstart werden alle Parameter mit den gespeicherten Werten initialisiert, so dass
die Einstellungen der letzten Messung automatisch zur Verfügung stehen.
3.2.2 Datenerfassung und -verarbeitung
Das Prinzip der transienten Absorptionsspektroskopie wurde bereits in Abschnitt 2.5.1
erläutert. Nach Gleichung 2.10 auf S. 14 genügt es für jede Verzögerungszeit t jeweils die
Spektren der Abtastpulse I(~ ;t) mit und I(~ ) ohne Anregung der Probe zu bestimmen.
Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass in der Praxis erst die Mittelung über viele
Einzelmessungen die erforderliche Sensitivität liefert.
Mit den beiden Detektorzeilen ist eine referenzierte Messung möglich: der MIR-Puls
wird am Strahlteiler ST1 (in Abb. 3.6, S. 38) in zwei etwa gleichstarke Reﬂexe aufgeteilt.
Einer dient als Abtastpuls (Isig), wird über die Umwegstrecke geschickt und in der Probe
räumlich mit dem Anregungslicht überlagert. Der andere dient als Referenz (Iref), er wird
nicht verzögert sondern räumlich ( 2mm) und zeitlich getrennt vom Anregungslicht
in die Probe fokussiert. Da beide Repliken aus demselben Puls stammen kann eine
referenzierte Messung das Signal-zu-Rausch-Verhältnis verbessern, falls Instabilitäten
der erzeugten Infrarotpulse eine wesentliche Rauschquelle darstellen. Die prinzipielle
Verarbeitung der Messwerte wird im Folgenden kurz wiedergegeben.
Vor jeder Messreihe wird mit einem computergesteuerten Verschluss das gesamte Licht
abgeblockt und ein gemitteltes Hintergrundsignal hIHi für alle Detektorelemente über









Für die Messung der Absorptionsänderung bei einer Verzögerungszeit t werden nun
2n Spektren der Signal- und Referenzpulse eingelesen. Mittels einer Photodiode, die das
Streulicht hinter dem Unterbrecherrad detektiert und deren Signal über einen externen
Eingang des Integratorsystems zur Verfügung steht, erfolgt die Zuordnung der detektierten
Spektren zu den Messungen mit und ohne Anregungslicht. Ohne Beschränkung der
Allgemeinheit möge bei den geraden Laserschüssen (2i) das Anregungslicht geblockt sein,































Iref;2i(~ )   hIH
ref(~ )i (3.8)
Daraus kann nun die Absorptionsänderung für diese gemittelten Werte der Messung mit
oder ohne Einbeziehung der Referenzspektren berechnet werden:













Die Berechnung der Absorptionsänderung aus den über viele Schüsse gemittelten Inten-
sitäten ist unter den folgenden Annahmen zulässig:
1. Es wird davon ausgegangen, dass jede Einzelmessung stets dieselbe relative Trans-
mission ergibt (Ti = I
2i 1=I2i) und dass Abweichungen rein statistischer Natur
sind.
2. Langsame Veränderungen der Pulsintensitäten entsprechen einem Vorfaktor ci, der
für zwei aufeinanderfolgende Pulse identisch ist und sich bei Division folglich kürzt.
Mit I












i=1 ci ~ I
Pn




































3. Die Auswirkungen kleiner statistischer Abweichungen in den Intensitäten zweier
aufeinander folgender Pulse lassen sich mit Gaußscher Fehlerrechnung abschätzen.
Der Fehler der relativen Transmission ist proportional zu den relativen Fehlern der
















Bei Mittelung der Intensitäten über n Pulse ist der Fehler für den Mittelwert um
den Faktor 1=
p
n geringer als der Fehler der Einzelmessung. Wegen der Linearität
(Gl. 3.12) verringert sich der Fehler für die aus den Mittelwerten errechnete relative
Transmission entsprechend. Bildet man den Mittelwert der Einzelmessungen (hTi =
1=n
Pn










(Ti   hTi)2 (3.13)
Im Gültigkeitsbereich dieser Fehlerrechnung spielt es also keine Rolle, ob zunächst
die relative Transmission der Einzelmessung berechnet und anschließend gemittelt
wird oder umgekehrt erst die Intensitäten gemittelt werden.
Der Vorteil der Mittelung der Intensitäten zeigt sich, falls auf Kanälen mit geringer
Lichtintensität sehr kleine Werte von Ii auftreten. Wegen der Division durch diese kleinen
Zahlen würden die Schwankungen einzelner Werte zu großen Fehlern in der relativen
Transmission führen, die durch die Mittelung nicht mehr kompensiert werden können. In
diesem Szenario hätten die kleinsten Messwerte von Ii das größte statistische Gewicht.
Da langsam veränderliche Intensitäten der Abtastpulse keinen Einﬂuss auf das Messer-
gebnis haben, kann eine referenzierte Messung das Signal-zu-Rausch-Verhältnis deutlich
verbessern, da so die Schwankungen der IR-Erzeugung eliminiert werden. Allerdings
kann der ebenfalls durch die bewegte Probe geführte Referenzstrahl selbst die Ursache
für zusätzliche Rauschbeiträge sein. Das Messprogramm erlaubt die Berechnung der
relativen Transmission mit oder ohne Einbeziehung der Referenzwerte. Es kann gewählt
werden, ob die referenzierten, die unreferenzierten oder beide Datensätze gespeichert
werden sollen.
Filterung der Daten
Bereits in Abschnitt 3.1.5 wurde gezeigt, dass verschiedene Störquellen zu Instabilitäten
auf ganz unterschiedlichen Zeitskalen führen. Während sich langsame Änderungen der
Signalamplitude nicht auf die Messung der Absorptionsänderung auswirken, stellen
erhöhte Puls-zu-Puls-Abweichungen ((I)
pp
i = Ii+1   Ii) ein Problem dar. Deshalb
wurde eine digitale Filterung entwickelt, die die wirksame Erkennung von Ausreißern
erlaubt und diese vor der Mittelung der Daten eliminiert. Die Prozedur geht über die
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einfache Diskriminierung ungültiger Werte mit Hilfe fest vorgegebener Schranken hinaus:
für die Analyse wird ausgenutzt, dass die Korrelation der IR-Intensität auf kurzen
Zeitskalen – insbesondere von Puls zu Puls – allgemein wesentlich stärker ist als auf
langen.
Der gesamte Prozess setzt sich aus mehreren Stufen zusammen. Zunächst werden
alle Daten mit dem Wertebereich des ADC und mit beliebig wählbaren oberen und
unteren Schranken auf ausgesuchten Kanäle verglichen. Insbesondere wird für jeden
einzelnen Puls das Photodiodensignal des Anregungslichtes überprüft: ob also bei der
Messung mit Anregung die gesetzte Schwelle über- bzw. bei der Messung ohne Anregung
unterschritten wird. Nur solche Pulse werden weiterverarbeitet, bei denen alle Werte
innerhalb der vorgegebenen Parameter liegen. Aufgrund der im System vorhandenen
Langzeitdrifts müssen diese Schwellwerte jedoch großzügig gesetzt werden.
Um noch feiner abgestimmte Schwellwertbedingungen abzuleiten, werden die eingelese-
nen Daten im nächsten Schritt statistisch analysiert. Auf ausgesuchten Kanälen wird die
Werteverteilung mittels eines Levenberg-Marquart-Algorithmus durch eine Gaußfunk-
tion angepasst. Aus der Position und Breite dieser angepassten Funktion werden neue
Schwellwerte errechnet, wobei die zulässige Breite in Einheiten der Standardabweichung
angegeben wird. So passen sich die Schwellwerte ﬂexibel an die aktuellen Bedingungen –
mittlere Intensität und mittlere Schwankung – an. In Abbildung 3.13(a) ist ein Screen-
shot des Unterprogramms SetRelLimits.vi zur Einstellung dieser Schwellwerte gezeigt.
Zu sehen ist die Verteilung der Werte mit angepasster Funktion sowie die abgeleite-
ten Schwellwerte als blaue Striche im Histogramm bzw. grüne in der Darstellung der
einzelnen Pulse als Balkendiagramm. Der als roter Balken markierte Puls zeigt eine
ungewöhnlich niedrige Intensität unterhalb der unteren Schranke und wurde deshalb
aussortiert. Diese Prozedur wird nur für einige ausgesuchte Kanäle angewendet, da die
erforderliche nichtlineare Kurvenanpassung ansonsten zu rechenintensiv wäre.
Die Korrelation der Intensitäten über wenige Pulse erlaubt eine noch engere Ein-
grenzung gültiger Werte: Es wird ein gleitendes Mittel über eine einstellbare Anzahl
von Pulsen, sowie die mittlere quadratische Abweichung jedes Einzelwertes von diesem
Mittel berechnet. Die obere und untere Schranke wird nun wieder in Einheiten dieser
mittleren Abweichung angegeben und ergibt das Konﬁdenzintervall um das gleitende
Mittel. Der Screenshot des Unterprogramms SetSingleShotLimits.vi zur Einstellung der
Schwellwertbedingung macht die Adaption an die langsam veränderlichen Intensitäten
und die hervorragende Diskriminierung kleinster Abweichungen deutlich (rote Balken).
Abhängig von der Breite der gleitenden Mittelung werden Pulse an den Enden des
Datensatzes aussortiert, da dort Nullen als Ersatz für nicht vorhandene Werte angefügt
werden, jedoch überwiegen die Vorteile bei weitem. Der Rechenzeitaufwand ist gering,
die Prozedur wird im Allgemeinen auf allen Kanälen durchgeführt, die ein gewandeltes
Signal enthalten.
Die sukzessive Überprüfung aller Schwellwertbedingungen erfolgt getrennt für die
Abtastpulse mit (I
2i 1) und ohne (I2i) Anregunglicht. Diskriminierte Werte werden
jedoch stets paarweise in beiden Datensätzen gelöscht: falls in der k-ten Einzelmessung
eine der Bedingungen für I
2k 1 oder I2k nicht erfüllt ist, werden beide aus dem Datensatz
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(a) Berechnung adaptiver Schwellwerte (b) Berechnung der Einzelschusslimits
Abbildung 3.13: Screenshot des Unterprogramms SetRelLimits.vi zur Einstellung der adaptiven
Schwellwerte
entfernt.
Ist die Anzahl der Einzelmessungen nach der Diskriminierung zu gering für eine verläss-
liche Berechnung der Absorptionsänderung, dann wird ein weiterer Datensatz eingelesen
und geﬁltert. Die Mindestanzahl der zu mittelnden Werte kann in der Software eingestellt
werden: sobald diese erreicht ist, werden die zulässigen Werte aller Wiederholungen
gemittelt.
Störung durch Vibrationen des Unterbrecherrades
Die beschriebene Routine zur Rauschreduktion versagt, falls es zu systematischen Abwei-
chungen der Intensitäten bzw. Spektren zweier aufeinander folgender Abtastpulse kommt
und eine nicht referenzierte Messung durchgeführt wird. Solche Störungen können durch
das Unterbrecherrad erzeugt werden, da es mit dem Laser synchronisiert ist.
Ursache sind vermutlich akustische Schwingungen des Unterbrecherrades die sich z.B.
durch die Oberﬂäche des Tisches ausbreiten und die optischen Elemente der Infraroterzeu-
gung zu Schwingungen anregen. Die induzierten periodischen Strahlrichtungsschwankun-
gen erzeugen periodische Schwankungen in den detektierten Spektren der Abtastpulse,
was eine scheinbare Absorptionsänderungen ergibt. Um elektronische Störungen auszu-
schließen wurden ebenfalls Messungen ohne Unterbrecherrad durchgeführt, wobei das
Signal der Photodiode im Anregungszweig mit Hilfe eines Delay-Generators vom Typ
DG535 (Stanford Research Systems, Sunnyvale, USA) emuliert wurde. In all diesen
Versuchen war kein vergleichbarer Eﬀekt festzustellen.
Abbildung 3.14(a) zeigt das Ergebnis von neun Einzelmessungen der scheinbaren Ab-
sorptionsänderung, dabei wurden jeweils 3000 Laserschüsse gemittelt. In dieser Messung
wurde keine Probe eingesetzt und das Anregungslicht bereits außerhalb des Messplatzes
abgeblockt, damit kann das gemessene Signal nicht auf Interaktionen von Anreg- und
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Abbildung 3.14: Das Unterbrecherrad zum Abblocken jedes zweiten Anregungspulses erzeugt Vibratio-
nen, die stets in Phase mit dem Laserlicht sind und diese führen zu scheinbaren Absorptionsänderungen.
Auf kurzen Zeitskalen können diese nicht durch Mittelung eliminiert werden (a). Die hervorgerufene
Störung der Basislinie bleibt auch nach der Mittelung über alle neun Einzelmessungen erhalten und
kann mit einem Polynom zweiter Ordnung angepasst werden (b). Eine schwingungsisolierte Lagerung
des Unterbrecherrades reduziert die Störung signiﬁkant.
Abtastpuls, Streulicht oder andere Störeﬀekte zurückgeführt werden. Man erkennt gut,
dass alle Einzelmessungen neben den erwarteten Schwankungen eine systematische Ab-
weichung der Basislinie aufweisen, diese bleibt entsprechend auch nach der Mittelung
erhalten, wie Abbildung 3.14(b) belegt. Durch eine schwingungsisolierte Lagerung des
Unterbrecherrades auf Gummipuﬀern kann die Störung eﬀektiv unterdrückt werden,
daher wurden alle auf dem optischen Tisch verbauten Einheiten damit ausgestattet.
In den unreferenzierten Messungen liegt die Amplitude dieser Störung nun im Bereich
von A  10 5. Kleinere Signale sind oft nur für die konstanten, auf langen Verzöge-
rungszeiten beobachteten residualen Signale wichtig. Diese interessierenden Spektren
besitzen häuﬁg eine schmalbandigere Struktur als die erzeugte scheinbare Absorptions-
änderung, die gut mit einer Parabel angepasst werden kann. Daher kann die Strukur
der Spektren herausgearbeitet werden, indem vor der Mittelung der Spektren für jede
Verzögerungszeit eine entsprechende Basislinie abgezogen wird. Hierbei kann es jedoch
zu Artefakten kommen, da breitbandige, echte Signale ebenfalls subtrahiert werden.
Bei Messungen im referenzierten Modus wird der Störeﬀekt nicht beobachtet, da die
erzeugten Abweichungen im Signal- und Referenzstrahlengang bei korrekter Justage
identisch sind und auf diese Weise korrigiert werden. Nach dem Ausfall einiger Detektor-
elemente in der Referenzzeile waren jedoch keine referenzierten Messung mehr möglich.
Ablauf einer Messung
Hier werden die einzelnen Programmschritte bei der Durchführung eines typischen tran-
sienten Absorptionsexperiments zusammengefasst. Nach der Optimierung der Anlage
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und dem Einstellungen der gewünschten Parameter wird das Unterprogramm zur Auf-
nahme einer Messung gestartet. Dann werden programmgesteuert die folgenden Schritte
ausgeführt:
1. Initialisierung des Linearverschiebetisches der Verzögerungsstrecke, Aufnahme des
Hintergrundsignals über 2n Laserschüsse
2. Positionsreferenzierung der Rotationshalterung für die Verzögerungsplatte
3. Verfahren der Verschiebetischposition (Verzögerungszeit)
4. Einstellen der Verzögerungsplatte (Anisotropiewinkel)
5. Datenaufnahme
a) Einlesen von 2n Abtastpulsen
b) Filterung der Daten, Löschen ungültiger Werte
c) Überprüfung der Anzahl gültiger Daten, falls nicht genug vorliegen: Wieder-
holung bei a)
d) Mittelung aller gültigen Daten, evtl. gemittelte Intensitäten in Protokolldatei
speichern
6. Berechnung der gemittelten relativen Transmission nach Gleichung 3.9 und 3.10,
Ablegen der Werte im Arbeitsspeicher
7. Falls weitere Polarisationen angegeben wurden: weiter bei Schritt 4.
8. Falls weitere Verzögerungszeiten anzufahren sind: weiter bei Schritt 3.
9. Speichern der gemittelten Daten dieses einen Durchlaufs (alle Verzögerungszeiten
und Polarisationen) auf der Festplatte oder einem Netzlaufwerk, Eintrag der
automatisch indizierten Dateinamen in eine Indexdatei
10. Weiter bei Schritt 2.
Das Programm endet beim Auftreten von Fehlern oder falls bei der Filterung der
Daten eine wählbare Anzahl von Wiederholungen der Datenaufnahme überschritten
wird. Ansonsten kann es jederzeit durch den Benutzer abgebrochen werden, es werden
jedoch nur die Daten vollständiger Durchläufe gespeichert. Die gespeicherten Dateien
beinhalten Informationen über die eingestellten Parameter und alle Verzögerungszeiten
sowie die zugehörigen relativen Transmissionen. Das Speichern nach jedem einzelnen
Durchlauf erlaubt die Beurteilung der Qualität der laufenden Messung, das Verfolgen des
Probenzustands (Degeneration) durch den Vergleich der ersten mit den letzten Daten
und das Aussortieren einzelner Durchläufe.
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3.2.3 Auswertung der transienten Absorptionsspektren
Die Auswertung der Daten erfolgt mit dem sehr umfangreichen Programmpaket z20,
das von I. Lutz und S. Spörlein an der Ludwig-Maximilians-Universität in München
in der Skriptsprache idl entwickelt wurde. Die Details zu dem Programm können den
Dissertationen der Autoren entnommen werden [131, 132].
Die von z20 bereitgestellten Möglichkeiten beinhalten die Mittelung der einzelnen
Durchläufe, Umrechnung der Werte in Absorptionsänderungen, Zuordnung von Wel-
lenlängen zu den Kanälen, Korrektur des Zeitnullpunktes und evtl. Subtraktion einer
Referenzmessung von reinem Lösungsmittel. Dazu kommen eine Reihe von Graﬁk- und
Exportfunktionen sowie mathematische Analysefunktionen.
Für die quantitative Analyse der transienten Absoprtionsspektren wird eine globale
Analyse durchgeführt. Die Daten werden in eine Summe aus n exponentiellen Zerfalls-




























Dabei ist w die Kreuzkorrelationsbreite der als gaußförmig angenommenen Anregungs-




dt die angenommene Appara-
tefunktion. Die Anzahl der Zeitkonstanten wird vor der Anpassungsprozedur vorgegeben
und ein nichtlinearer Marquart-Algorithmus auf der Basis des Programmes URMEL [133]
minimiert die Summe der quadratischen Abweichungen von den Daten simultan für alle
Wellenzahlen und Verzögerungszeiten. Als Ergebnis erhält man die global optimierten
Zeitkonstanten i und deren assoziierte wellenzahlabhängige Amplituden Ai(~ ).
Zeitkonstanten und Amplituden lassen sich im Sinne eines Ratenmodells weiter in-
terpretieren [134]. Hierbei wird vorausgesetzt, dass die ablaufende Reaktion durch
Populationstransfer zwischen spektral unterscheidbaren Zuständen im Sinne einer Ra-
tengleichung beschrieben werden können. Für die Modellierung dieser Prozesse müssen
weitere Annahmen gemacht werden, beispielsweise ob die Zustände sequentiell oder
parallel besetzt werden und ggf. die Verzweigungsverhältnisse und Rückreaktionsraten.
Anisotropie der transienten Absorptionsspektren
Die Beobachtung von Anisotropie und ihrem Zerfall ist vor allem für zeitaufgelöste Fluo-
reszenzspektroskopie ein Standardverfahren. Hier werden nur die wichtigsten Merkmale
und Begriﬀe rezitiert, für detaillierte Informationen und die mathematische Herleitung
sei daher auf die Literatur verwiesen [135, 136].
Die Verwendung von linear polarisiertem Anregungslicht führt zu einer Photoselektion:
es wird bevorzugt von den Molekülen absorbiert, deren Übergangsdipolmoment parallel
zur Polarisation des Lichtes ausgerichtet ist. Abhängig vom Winkel 
 zwischen dem
Übergangsdipolmoment und der Polarisationsebene des Lichtes ist die Wahrscheinlichkeit
der Absorption proportional zu cos2(
) und dieselbe Überlegung gilt für das ebenfalls
linear polarisierte Abtastlicht. Die detektierten transienten Absorptionsänderungen
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hängen also von der relativen Polarisation von Anregungs- und Abtastlicht und der Lage
der zugehörigen Übergangsdipolmomente zueinander ab, es wird also ein anisotropes
Signal gemessen.
Die erzeugte Anisotropie der Verteilung angeregter Moleküle wird verringert, wenn die
ursprüngliche Ausrichtung der angeregten Moleküle durch Rotation zerstört wird. Für
kleinere Moleküle liegen typische Werte für diesen Rotationszerfall im Bereich von 10ps,
für große Proteine tritt praktisch kein Zerfall auf [137]. Außerdem kann das Anisotropie-
signal auch zerfallen, weil weitere intra- oder intermolekulare Energietransferprozesse
oder Veränderungen der Molekülgeometrie auftreten.
Zur Quantiﬁzierung kann der Anisotropieparameter r verwendet werden, der sich
aus den Absorptionsänderungen für parallele (Ap) und senkrechte (As) relative









(3cos2()   1) (3.16)
Wobei  der Winkel zwischen den Übergangsdipolmomenten des angeregten und des
abgetasteten Zustands ist. Stehen beide parallel ( = 0°), dann erhält man einen Wert
von r = 0;4, stehen beide senkrecht aufeinander ( = 90°), dann erhält man r =  0;2,
die Anisotropieparameter für alle anderen Winkel liegen zwischen diesen Extrema.
Für r = 0° verschwindet die Anisotropie vollständig, beliebig orientierte Anregungs-
und Abtastpolarisationen liefern dasselbe Ergebnis. Dies entspricht einem Winkel von
ma = 54;7°, dem sogenannten magischen Winkel.
Möchte man einen Einﬂuss der Rotationsdepolarisation auf die beobachtete Kine-
tik ausschließen, dann bietet sich eine Messung im magischen Winkel an: Zwischen
Anregungs- und Abtastpolarisation wird der Winkel ma = 54;7°eingestellt, die polarisa-
tionsabhängigen Beiträge heben sich gerade auf. Alternativ kann dieses isotrope Signal




(Ap + 2As) (3.17)
Nach Gleichung 3.16 lassen sich aus den experimentell bestimmten Anisotropieparametern











Vor einer derartigen quantitativen Analyse sind jedoch einige Randbedingungen zu
beachten:
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(b) gestörter freier Induktionszerfall
Abbildung 3.15: Schematische Darstellung des gestörten freien Induktionszerfalles, gezeigt sind die
Amplituden der elektrischen Felder. In (a) tritt kein zusätzlicher Anregungspuls auf, in (b) wird die
zerfallende kohärente Polarisation bei t = 2 durch den Anregungspuls gestört.
• Um die Anisotropie eines Kanals zu berechnen, dürfen im ausgewerteten Zeitbereich
keine Nullstellen auftreten.
• Eine Berechnung ist zudem nur sinnvoll wenn isolierte Diﬀerenzbanden vorliegen,
deren Signale sich einem einzelnen Übergang zuordnen lassen.
• Bei Ensemblemessungen muss die Flexibilität der Moleküle beachtet werden. Eine
direkte Berechnung der Winkel nach Gleichung 3.16 ist dann nicht zulässig. Bei-
spielsweise kann ein berechneter Wert von  = 54;7° bedeuten, dass genau dieser
Winkel oder eine vollkommen isotrope Verteilung über alle Winkel vorlag.
• Es wird in jedem Fall nur der Erwartungswert des Winkels ermittelt, über die
Breite der Verteilung lassen sich keine Aussagen herleiten.
3.3 Eﬀekte in fs-IR-Messungen
3.3.1 Gestörter freier Induktionszerfall
Die resonante Absorption des kurzen Abtastlichtpulses durch eine Substanz induziert eine
kohärente Polarisation, welche mit der Dephasierungszeit T2 zerfällt. Dabei wird Licht
in Richtung des ursprünglichen Pulses abgestrahlt, dieser freie Induktionszerfall (FID36)
wird vom Detektor aufgezeichnet. Eine Störung des Systems, die die Resonanzfrequenz
oder die Oszillatorstärke des Überganges beeinﬂusst, beendet den freien Induktionszerfall
und wirkt sich somit auf die detektierte Intensität aus. Als Folge wird ein Diﬀerenzsignal
zum ungestörten Zerfall aufgezeichnet, welches man als gestörten freien Induktionszerfall
(PFID37) bezeichnet. Bei den hier durchgeführten Experimenten ist das bei negativen
Verzögerungszeiten zu berücksichtigen: Zunächst wird der IR-Puls absorbiert, die zer-
fallende Polarisation wird durch die elektronische Anregung des zeitlich nachfolgenden
UV/vis-Anregungspulses gestört. Das wird in Abbildung 3.15 schematisch dargestellt.
36engl.: Free Induction Decay
37engl.: Perturbed Free Induction Decay

























































Abbildung 3.16: Simulation des Diﬀerenzsignals, das durch den gestörten freien Induktionszerfall
entsteht, für zwei verschiedene Dephasierungszeiten mit -förmigen Anreg- und Abtastpulsen nach
Gleichung 3.20.
Die Dephasierungszeit ist mit der Bandbreite des zugehörigen Überganges verknüpft,
für eine homogen verbreiterte Absorptionslinie ergibt sich mit der Halbwertsbreite ~ 





Die typische Bandbreite einer IR-Absorptionslinie von 10cm 1 entspricht einer Depha-
sierungszeit von T2  1ps, liegt also deutlich über den verwendeten Pulsdauern in
Anregung und Abtastung. Im Allgemeinen sind die Absorptionsbanden von Molekülen
im UV/vis-Bereich wesentlich breiter und es ergeben sich kürzere Dephasierungszeiten
(T2  10fs), so dass der Zerfall dieser Polarisation hier vernachlässigt werden kann.




















)2 für t > 0:
(3.20)
Mit der Abtastfrequenz !, der Verzögerungszeit t und der Resonanzfrequenz des be-
trachteten Übergangs !0. Für hinreichend kleine Transmissionsänderungen kann die





Abbildung 3.16 zeigt die nach Gleichung 3.20 simulierten Absorptionsänderungen ver-
schiedener Dephasierungszeiten, die Wellenzahlen sind als Diﬀerenz zur Positon des
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Übergangs aufgetragen. Auf der Resonanzwellenzahl ergibt sich bei negativen Zeiten
ein exponentieller Abfall des Diﬀerenzsignals mit T2. Der übrige Spektralbereich zeigt
zeitliche Oszillationen, deren Frequenz dem Unterschied zwischen Absorptions- und
Abtastwellenzahl entspricht. Gut zu erkennen ist auch der Zusammenhang zwischen der
Bandbreite und dem Zeitbereich in dem der Eﬀekt ein signiﬁkantes Signal liefert.
Weitere Informationen zur Modellierung dieses Eﬀektes und seiner Anwendung kann
in [138–140] nachgelesen werden, hier werden lediglich die für diese Arbeit wesentliche
Aspekte angesprochen. Die Berechnung mit endlichen Pulsdauern ergibt eine sehr ähnliche
Signatur, wobei die Signale bei t = 0 geglättet und die Oszillationen in den Flanken
des Abtastpulsspektrums betont werden. Außerdem lässt sich das Modell erweitern, so
dass es für überlagerte und inhomogen verbreiterte Absorptionslinien sowie die positiven
Signale der schwingungsangeregten Zustände anwendbar ist [138].
Aus dem gestörten freien Induktionszerfall ergeben sich keine Informationen über
die lichtinduzierte Reaktionskinetik der Probe, jedoch lassen sich Position und Breite
der Banden bestimmen, die direkt durch die Absorption des UV/vis-Anregungslichtes
beeinﬂusst werden. Auf eine Unterdrückung dieser kohärenten Beiträge, wie sie z.B.
mit zweidimensionalen Fourierﬁlterfunktionen demonstriert wurde [141], wird daher
verzichtet.
3.3.2 Kohärente Absorption von Gasen
Die partielle Absorption der MIR-Abtastpulse durch die in der Luft enthaltenen Gase wie
CO2 und H2O hat einen großen Einﬂuss auf die transienten IR-Spektren. Zwar werden
die schmalen Banden der beobachteten Rotationsschwingungsübergänge spektral nicht
aufgelöst, aber die Absorption dieser diskreten Linien führt zu einem veränderten Spek-
trum und moduliert so auch den zeitlichen Verlauf des Pulses. Darüberhinaus induziert
die Absorption durch die Gasmoleküle eine kohärente Polarisation und damit einen freien
Induktionszerfall. Das dabei emittierte MIR-Licht kann in der Folge wieder absorbiert
werden und die zu verschiedenen Zeiten an unterschiedlichen Orten abgestrahlten Wel-
len interferieren und erzeugen so einen komplexen Pulszug. Entsprechend der geringen
Linienbreite der Rotationsschwingungsübergange in Gasen und der damit verbundenen
großen T2-Zeit kann die abfallende Flanke des Pulses um einige zehn Pikosekunden
verzerrt werden. Um diesen Störeinﬂuss zu beseitigen wird der gesamte Messplatz mit ge-
trockneter CO2-freier Luft gespült, die über einem PG85L Spülgasgenerator erzeugt wird
(vgl. Abschnitt 3.1.4, S. 37). Der Luftfeuchtigkeitsgehalt wird mit einem Taupunktsensor
vom Typ FHA646DTC1 in Verbindung mit einem ALMEMO2390-5 Messgerät (Ahlborn,
Holzkirchen) gemessen und kann während der Messung zur späteren Validierung der
Daten aufgezeichnet werden.
Im Bereich der Absorptionsbanden von Wasserdampf kann der Eﬀekt beobachtet
und mit dem im Kasten gemessenen Wasserdampfgehalt bzw. der Taupunkttemperatur
korreliert werden. Abbildung 3.17 zeigt die transiente Absorptionsänderung in einem
0,5mm dicken ZnSe-Substrat für den gespülten und ungespülten Kasten unter ansonsten
identischen Einstellungen. Zu erwarten ist eine unmittelbar mit der Anregung von Elek-
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Abbildung 3.17: Die Absortionsbanden von Gasen wie Wasser oder CO2 führen zu kohärenten Eﬀekten,
die die erzeugten kurzen IR-Pulse sowohl in der Frequenz- als auch in der Zeitdomäne beeinﬂussen.
Die Spülung mit trockener, CO2-freier Luft beseitigt das Problem. Unterhalb eines Taupunktes im
Detektionskasten von -40°sind nur noch regelmäßige Muster als Folge des Fabry-Perot-Etalon-Eﬀekts zu
beobachten.
tronen ins Leitungsband auftretende Absorptionszunahme im gesamten beobachteten
Spektralbereich, die auf der Zeitskala von einigen zehn Pikosekunden wieder zerfällt.
Bei einer Taupunkttemperatur von 10℃ erkennt man das zusätzliche, komplexe Dif-
ferenzsignal, welches sich von etwa  45ps bis in den positiven Zeitbereich erstreckt.
Die Transiente (Abb. 3.17(b)) macht deutlich, dass z.T. eine erhebliche Verzerrung der
Pulsform aufgetreten ist, welche bei einer Taupunkttemperatur von <  40℃ nicht mehr
beobachtet wird.
Eine derartige Pulsverformung wurde auch für CO2 [142, 143] und andere Gase
[144, 145] bereits eingehend untersucht. Die auch bei niedrigem Wasserdampfgehalt
auftretenden kleinen, zeitlich und spektral sehr regelmäßigen Signale sind dem Fabry-
Perot-Etalon-Eﬀekt zuzuordnen und werden gesondert erklärt.
3.3.3 Fabry-Perot-Etalon-Eﬀekt
Bei Messungen an nicht AR-beschichteten Halbleitersubstanzen kann ein erheblicher
Anteil des Abtastlichtes an den Oberfächen des Substrates reﬂektiert werden, was wie-
derum zu Interferenzen analog einem Fabry-Perot-Etalon führt. Mehrfachreﬂexionen
generieren kleine nachlaufende IR-Pulse, deren Zeitverzögerung sich aus Brechungsindex
n, Dicke des Materials d, Winkel zwischen Lichtstrahl und Oberﬂächennormale  und
Lichtgeschwindigkeit errechnen lässt: t = 2nd=(ccos()). Mit einem Brechungsindex
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von n = 2;4 und einer Dicke von 0,5mm ergibt sich für das ZnSe-Subtrat eine Zeitverzö-
gerung von 8ps, was gut mit dem Verlauf der Signale bei negativen Verzögerungszeiten
übereinstimmt. Die zweite Stufe, die in den 2d-Graﬁken und in der Transiente bei etwa
 30ps auftritt, ist auf einen im Strahlengang beﬁndlichen und um etwa 30° zum Strahl
verkippten Germaniumﬁlter zurückzuführen (n = 4, d = 1mm).
Die spektrale Modulation der Signale ist auf die Interferenz zwischen dem Reﬂex und
dem direkt transmittierten Anteil zurückzuführen. Es erscheint überraschend, dass diese
beiden Pulse trotz ihres zeitlichen Abstandes von 8ps, der die Pulsdauer von unter 0,3ps
weit übertriﬀt, miteinander überlagert werden können. Ursache dafür ist die spektral
aufgelöste Detektion, da die Separation der Frequenzkomponenten im Spektrometer mit
einer Verlängerung der Pulsdauer verbunden ist, so dass sich Originalpuls und Nachläufer
räumlich und zeitlich teilweise überlagern.
Maximale Transmission wird erreicht, falls der Gangunterschied 2d
p
n2   sin2() ein
ganzzahliges Vielfaches m der Wellenlänge 1 ist, dabei ist  der Winkel zur Flächennor-
malen. Es gilt also m1 = 2d
p
n2   sin2() und für das benachbarte Transmissionsma-
ximum entsprechend: (m + 1)2 = 2d
p
n2   sin2(). Mit m(1   2) = 2 erhält man
den Abstand zweier Transmissionsmaxima:









Für senkrechten Einfall vereinfacht sich die Beziehung zu:








Die Wellenlänge des gezeigten Messbereiches liegt bei etwa 5,93m, die Dicke des ZnSe-
Substrats ist 500m und sein Brechungsindex 2,4. Man erwartet also einen Abstand der
Maxima von   15nm, es wird jedoch ein Abstand von etwa 55nm in den Spektren
gefunden. Die Ursache dafür ist die zu geringe räumliche Abtastrate des entstehenden
Interferenzmusters durch die Elemente des Detektorsystems: der Kanalabstand beträgt
bei dem hier verwendeten Gitter etwa 12nm. Die beobachtete spektrale Modulation ist
also auf einen Moiré -Eﬀekt zurückzuführen. Dasselbe wurde bei einem vergleichbaren
Experiment zur transienten Absorption im sichtbaren Spektralbereich gefunden und für
diesen Aufbau systematisch untersucht [146].
Für die in dieser Arbeit untersuchten Proben wird dieser Eﬀekt nicht beobachtet, da
die Reﬂexionsverluste von der Änderung des Brechungsindex abhängen und bei allen
Substanzen zu vernachlässigen sind. Daher wird hier auf weitergehende Ausführungen
verzichtet.
3.3.4 Kohärentes Artefakt: Kreuzphasenmodulation
Bei räumlicher und zeitlicher Überlagerung von Anreg- und Abtastpuls in der Probenzelle
können nichtlineare optische Mischprozesse auftreten, die sich auch als scheinbares Signal
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(a) 2d-Graﬁk









































Abbildung 3.18: Messung der Kreuzphasenmodulation in 50m D2O(a). Die Anregung erfolgte mit
dem NOPA bei 525nm, die Polarisationen von Anreg- und Abtastlicht waren parallel, die Schrittweite
betrug 20fs. Die Transienten in (b) wurden leicht geglättet (Savitsky-Golay, 2.Ordnung, über 7 Punkte).
in den transienten Absorptionsspektren wiederﬁnden. Diese Prozesse treten nur innerhalb
der Kreuzkorrelationsbreite der beiden Pulse auf und sie beruhen nicht auf der Anregung
der Probe, sondern auf der Wechselwirkung der intensiven Lichtpulse mit dem optisch
dichten Medium – wie den Küvettenfenstern oder dem Lösungsmittel. Deshalb werden
diese Beiträge allgemein als Lösungsmittelsignal oder kohärentes Artefakt bezeichnet
und es lassen sich keine Aussagen über die Photodynamik der Probe daraus ableiten.
Insbesondere für die breitbandige Abtastung mit Weißlicht im sichtbaren Spektralbe-
reich wurden die zugrundeliegenden Prozesse bereits eingehend untersucht und theoretisch
beschrieben bzw. modelliert [147–152]. Die wichtigsten Beiträge werden dabei von den
folgenden nichtlinearen optischen Prozessen dritter Ordnung verursacht: Kreuzphasen-
modulation, Zweiquantenabsorption und impulsive stimulierte Ramanstreuung. Für die
Abtastung im sichtbaren Spektralbereich wurde gezeigt, dass die erhaltenen Daten mit
der Subtraktion des unter identischen Bedingungen gemessenen und korrekt skalierten
Lösungsmittelsignals weitgehend korrigiert werden können [147]. Darüber hinaus können
aus der Anpassung des Lösungsmittelsignals mit einer Modellfunktion experimentelle Pa-
rameter wie Kreuzkorrelationsbreite und Zeitnullpunkt für jede detektierte Wellenlänge
ermittelt werden. Die Funktionen zur Analyse und Korrektur des Artefaktes sind in der
Auswertesoftware z20 implementiert, weitere Details ﬁnden sich in den Dissertationen
ihrer Entwickler [131, 132].
Im MIR-Bereich ist das kohärente Artefakt am Zeitnullpunkt allein auf die Kreuz-
phasenmodulation (XPM 38) zurückzuführen, die auf dem optischen Kerr-Eﬀekt beruht
[147–149]: Die Propagation des intensiven Anregungspulses mit der Einhüllenden E(t) er-
zeugt eine zeitabhängige Modulation des Realteils des Brechungsindex n(t) eines optisch
dichten Mediums:
n(t) = n0 + n2jE(t)j2 (3.25)
Innerhalb der Kreuzkorrelationszeit erfährt der breitbandige Abtastpuls durch den verän-
38XPM: Cross Phase Modulation
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derten Brechungsindex eine Phasenverschiebung der enthaltenen Frequenzkomponenten,
was zu einem veränderten Spektrum führt. Diese spektrale Verschiebung ist nicht durch
einen Energietransfer von oder zum Medium bedingt, die Gesamtenergie des Abtastpulses
bleibt also erhalten. Da bei den hier durchgeführten Experimenten die Anregungspulse
stets wesentlich intensiver als die Abtastpulse waren, kann die Selbstphasenmodulation
durch den Abtastpuls vernachlässigt werden.
Abbildung 3.18 zeigt eine 2d-Graﬁk der transienten Absorptionsspektren und ausge-
wählte Transienten eines typischen XPM-Signals. Gemessen wurde eine im Bereich der
Anregungswellenlänge transparente D2O-Puﬀerlösung, die Küvette mit einer Schichtdicke
von 50m bestand aus zwei jeweils 2mm dicken CaF2-Fenstern. Aufgrund der Geometrie
kann davon ausgegangen werden, dass der XPM-Eﬀekt im wesentlichen auf die Wechsel-
wirkung im CaF2-Substrat entsteht, eine Messung an einem einzelnen Fenster ergibt ein
vergleichbares Signal (vgl. Abb. 4.5(c), S. 82). Die genaue Signatur und die Größe des
XPM-Signals hängt vom Medium und den Parametern der verwendeten Pulse ab. Eine
Verringerung der Feldstärke der Anregungspulse durch schwächere Fokussierung oder
geringere Anregungsintensitäten ist oft nicht möglich, da damit auch das Signal der Probe
verringert wird. Allerdings führt die Messung mit senkrecht zueinander polarisiertem
Anreg- und Abtastlicht zu kleineren Artefakten um den Zeitnullpunkt als bei paralleler
Orientierung.
Bei den hier durchgeführten Messungen im MIR-Bereich hat sich eine Korrektur durch
Subtraktion des Lösungsmittelsignals als nicht praktikabel erwiesen: es konnte keine
simultane Kompensation auf allen Kanälen erreicht werden. Möglicherweise kann der
Einﬂuss der Probe auf beide Pulse sowie auf den Brechungsindex der Lösung nicht
vernachlässigt werden. Außerdem lässt sich der korrekte Skalierungsfaktor wegen des
überlagerten PFID-Eﬀektes nicht eindeutig bestimmen. Bei transienten Spektren, in
denen ein wesentlicher Einﬂuss der Kreuzphasenmodulation auftritt wurde deshalb die
quantitative Analyse auf den Zeitbereich nach dem kohärenten Artefakt eingeschränkt.
3.4 Bestimmung von Zeitnullpunkt und Zeitauflösung
Aufgrund der kohärenten Eﬀekte wie XPM und PFID ist eine Bestimmung des Zeitnull-
punktes aus den erhaltenen Datensätzen der Probenmessung häuﬁg unmöglich. Diese
Parameter werden deswegen aus einer Messung der transienten Absorptionsänderung
eines 500m dicken ZnSe-Substrates unter identischen Bedingungen ermittelt, die gleich-
zeitig dem Optimieren der Apparatur dient.
Nach der Anregung von Elektronen in das Leitungsband absorbieren diese breitbandig
im MIR, es kommt also innerhalb der Anregungspulsdauer zu einer Absorptionszunahme
(vgl. Abb. 3.17(a), S. 65). Wie die in Abbildung 3.19(a) dargestellten Transienten
veranschaulichen, erfolgt der Anstieg des Signals jedoch langsam, da die unmittelbare
Absorptionszunahme mit der Instrumentenantwortfunktion gefaltet ist. Gut zu erkennen
sind auch die wegen des Fabry-Perot-Etalon-Eﬀekts leicht verschobenen Basislinien der
einzelnen Kurven bei t< 0;2ps sowie das überlagerte XPM-Signal.
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Abbildung 3.19: Messung der instantanen Absorptionszunahme nach Anregung des ZnSe-Substrates
bei 425nm mit etwa 800nJ Pulsenergie. Die einzelnen Transienten sind durch die Kreuzphasenmo-
dulation und den Fabry-Perot-Etalon-Eﬀekt überlagert. Diese Eﬀekte kompensieren sich bei Mit-
telung über alle Kanäle (a). Die Ableitung der gemittelten Werte kann durch eine Gaußkurve
(f(t) = Aexp( 2(t   t0)=w)
2) angepasst werden (b), aus der Anpassung lassen sich der Zeitnullpunkt
t0 und die Kreuzkorrelationsbreite w abschätzen.
Durch Mittelung über alle Kanäle werden beide Eﬀekte im Idealfall vollständig kom-
pensiert und man erhält eine einzelne Transiente, die einer nicht spektral aufgelösten
Messung entspricht. Der Anstieg des gemittelten Signals entspricht einer Faltung aus
Stufenfunktion und Kreuzkorrelationsfunktion aus Anreg- und Abtastpuls, die hier als
Gaußkurve anzusehen ist. Der Zeitverlauf kann also durch eine Fehlerfunktion modelliert
werden (vgl. Gl. 3.14, S. 60). Bildet man die erste Ableitung dieser Kurve (Abb. 3.19(b)),
erhält man direkt die Kreuzkorrelationsfunktion und kann aus den Parametern der
angepassten Gaußkurve die Kreuzkorrelationbreite sowie den Zeitnullpunkt mit hoher
Genauigkeit ermitteln.
Im sichtbaren Spektralbereich kann die Wellenlängenabhängigkeit der Zeitnullpunkte
nicht vernachlässigt werden, weil die unkomprimierten Weißlicht-Abtastpulse einen star-
ken Chirp besitzen und zusätzliche Dispersion in optischen Materialien auftritt. Im MIR
wurde dagegen durch eine Anpassung des in Abbildung 3.18 gezeigten Lösungsmittelsi-
gnals nach [147] festgestellt, dass dieser Eﬀekt geringer als die üblicherweise verwendete
geringste Schrittweite von 100fs ist. Wegen der überlagerten kohärenten Eﬀekte ist eine
exakte Bestimmung des Zeitnullpunktes für jeden einzelnen Kanal gemeinhin unmöglich,
deshalb wurde auf eine derartige Korrektur in den transienten IR-Spektren verzichtet.
3.5 Der Autokorrelator
Um die Einstellung des Prismenkompressors nach dem NOPA oder auch des im CPA
integrierten Gitterkompressors zu optimieren und die resultierenden kurzen Pulsdauern
ausreichend genau messen zu können, wurde ein kompakter Intensitätsautokorrelator
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(a) Aufbau des Autokorrelators
































(b) Autokorrelationskurven des Lasers
Abbildung 3.20: Aufbau des Autokorrelators (a) in der Draufsicht und Autokorrelationkurven der
Laserfundamentalen für verschiedene Kompressoreinstellungen (b).
Das Licht wird über eine Irisblende (oben rechts) eingekoppelt und durch einen geteilten Spiegel in zwei
Teile aufgespalten und auf den Oﬀ-Axis-Parabolspiegel gelenkt. Während eine Spiegelhälfte fest montiert
ist wird die andere durch einen Piezo-Verschiebetisch kontinuierlich bewegt. Der Paraboloid fokussiert
beide Strahlen in den BBO-Kristall, wo es zur Summenfrequenzmischung kommt. Das SFG-Signal wird
mit Irisblenden und Farbgläsern räumlich und spektral geﬁltert und von einer empﬁndlichen Photodiode
detektiert.
aufgebaut. Das Konzept folgte direkt der Veröﬀentlichung von Kozma et al. [153], in
der bereits die Funktionsweise sowie alle technischen Details hervorragend erklärt sind.
Um das Gerät ﬂexibel einsetzen zu können, wurde der gesamte optische Aufbau auf
einer Aluminiumgrundplatte aufgebaut, deren Füße mit Pratzen auf dem optischen
Tisch befestigt werden können. Abbildung 3.20 enthält ein Foto des optischen Aufbaus
sowie die Daten und angepassten Autokorrelationskurven der Laserfundamentalen mit
unterschiedlicher Kompression.
Um die Autokorrelationsfunktion zu messen, werden die Laserpulse zunächst an einem
geteilten Spiegel in zwei Hälften aufgespalten und relativ zueinander verzögert. Eine Spie-
gelhälfte ist an einem PX100 Piezoverschiebetisch (Piezosystem Jena, Jena) mit einem
Verfahrweg von 100µm befestigt, die andere an einem Spiegelhalter der auch transversal
verstellbar ist und die Einstellung des Zeitnullpunktes erlaubt. Zur Ansteuerung des
Piezoelements wird mit einer Eigenbauelektronik mit einem Funktionsgenerator vom Typ
ICL-8038A eine periodische (f 2Hz) Sägezahnspannung erzeugt, deren Spannungslage
und Amplitude mit einem nachgeschalteten Operationsverstärker IC-741 variiert werden
kann. Um Schwingungen des Piezotisches auf der steil abfallenden Flanke zu vermeiden,
wird das Signal zunächst durch ein RC-Glied tiefpassgeﬁltert und dann an den Eingang
des Piezo-Verstärkers 5V10 (Piezosystem Jena, Jena) gelegt. Aus der Steuerspannung
kann die Position des Verschiebetisches mittels einer zuvor interferometrisch bestimmten
Kalibrierkurve bestimmt werden.
Beide Teilstrahlen werden auf einen silberbeschichteten 30°-Oﬀ-Axis-Parabolspiegel mit
703.5 Der Autokorrelator
einer Brennweite von 51mm gelenkt und von diesem in den BBO-Kristall fokussiert. Die
Rotationseinheit erlaubt die präzise Justage des Kristallwinkels, so dass die TypI-Phasen-
anpassungsbedingung für die Summenfrequenzerzeugung beider Teilstrahlen erfüllt ist. Je
nach Wellenlänge kommen unterschiedliche Kristalle zum Einsatz, eine Übersicht ﬁndet
sich in Tabelle 3.1 auf Seite 37. Wegen der nicht-kollinearen Einkopplung der beiden Teil-
strahlen in das nichtlineare Medium besitzen das SFG-Signal und die beiden Teilstrahlen
bzw. deren frequenzverdoppelte Anteile unterschiedliche Richtungen. Aufgrund dieser
räumlichen Trennung kann das SFG-Signal mit einer Irisblende isoliert werden, zusätzli-
che Farbglasﬁlter eliminieren noch vorhandenes Streulicht der wesentlich intensiveren
Fundamentalpulse. Die SFG-Pulse werden von einer empﬁndlichen Siliziumphotodiode
PDI-400-1-P-UV (Becker & Hickl GmbH, Berlin) detektiert, deren eingebaute Integra-
torelektronik 1,5µs nach dem Laserpuls ein der Intensität proportionales Maximum
aufweist.
Aus dem Triggerpuls des Lasers wird mit einer monostabilen Kippschaltung39 auf
Basis eines SN74LS123 ein beliebig verzögertes Triggersignal generiert, welches auf das
Maximum des Photodiodensignals abgestimmt wird. So synchronisiert werden nun in
Echtzeit für 1000 Laserschüsse das Photodiodensignal sowie die Steuerspannung des
Piezotisches mit einer ADC-Karte vom Typ DAQCard-6024E (National Instruments,
München) eingelesen und über die PCMCIA-Schnittstelle an einen Laptop-Computer
übertragen.
Das LabVIEW-basierte Messprogramm selektiert zunächst die Daten einer vollstän-
digen Spannungsrampe der Piezosteuerung und stellt für diesen Bereich die gemessene
SFG-Intensität gegen den Zeitversatz in einem Diagramm dar. Zusätzlich wird eine
Gaußkurve mit einem Levenberg-Marquardt-Algorithmus an die Messdaten angepasst
und in das Diagramm eingefügt. Deren Parameter und die daraus errechneten Pulsdauern
(FWHM) für Gauß- und sech2-Pulsformen werden ebenfalls ausgegeben. Die Software
ermöglicht das Speichern der Autokorrelationskurven und der daran angepassten Funk-
tionen sowie die Aufnahme und Auswertung der interferometrischen Kalibrierung des
Piezoverschiebetisches.
Das vorgestellte Gerät ermöglicht die Messung der Autokorrelationsfunktion 2.Ord-
nung, die zeitsymmetrisch ist. Informationen über den zeitlichen Verlauf der erzeugten
Pulse in Hinblick auf zeitliche Asymmetrien der Lichtpulse können über die Autokorrelati-
onsfunktion 3.Ordnung ermittelt werden, die z.B. durch verschiedene interferometrische
Messtechniken bestimmt werden kann [154]. Heutzutage sind vor allem zwei Standard-
verfahren etabliert: Bei FROG40 wird über verschiedene nichtlineare optische Prozesse
das zeitabhängige Frequenzspektrum des unbekannten Pulses gemessen [155, 156]. Bei
SPIDER41 werden zwei gegeneinander verzögerten Kopien des unbekannten Pulses mit
einem stark gechirpten dritten Puls aus derselben Quelle in einem nichtlinearen Medium
frequenzkonvertiert und anschließend in einem Spektrometer überlagert. Aus dem dabei
39engl.: Monoﬂop
40engl.: Frequency Resolved Optical Gating
41engl.: Spectral Phase Interferometry for Direct Electric ﬁeld Reconstruction
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entstehenden Interferogramm kann der gesamte Phasen- und Intersitätsverlauf errechnet
werden [157, 158]. Die Variante ZAP-SPIDER42 kommt ohne weitere optische Elemente
zwischen dem Testpuls und dem nichtlinearen Medium aus, so dass der Puls unter
denselben Bedingungen gemessen werden kann, wie sie z.B. am Probenort vorliegen
[159]. Da sowohl DFG als auch SFG zur Frequenzkonversion eingesetzt werden, können
Pulse aus einem breiten Frequenzspektrum, also auch aus dem infraroten Spektralbereich,
charakterisiert werden [124, 160, 161].
Sowohl bei FROG als auch bei SPIDER lässt sich durch Phasenrekonstruktion und
Fouriertransformation eine vollständige Charakterisierung der Pulse bezüglich des Verlau-
fes von Intensität, Frequenz und Phase erreichen. Jedoch sind beide Aufbauten wesentlich
komplexer und somit aufwendiger in Konstruktion, Datenauswertung und Bedienung als
der vorgestellte Autokorrelator. Dieser erfüllt die gestellten Messaufgaben mit geringstem
Platz- und Justagebedarf und lässt sich zudem leicht zu den verschiedenen Experimenten
transportieren und dort einsetzen. Insgesamt hat sich diese kostengünstige und einfache
Lösung im Laboralltag bewährt, so dass in der Arbeitsgruppe inzwischen ein zweiter
Autokorrelator desselben Prinzips aufgebaut wurde. Dieser besitzt einen Verschiebetisch
mit einem längeren Verfahrweg von 400m, was einen anderen Piezoverstärker und
somit Anpassungen in der Ansteuerelektronik erforderte, stimmt ansonsten aber mit der
beschriebenen Variante überein.
42engl.: Zero Additional Phase shift Spectral Phase Interferometry for Direct Electric ﬁeld Reconstruction
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Wenn zwei Menschen immer dasselbe
denken, ist einer von ihnen überﬂüssig.
(Winston Spencer Churchill)
In diesem Kapitel werden die Messungen der Photodecarboxylierungsreaktion der Konsti-
tutionsisomere des Nitrophenylacetats (NPA) vorgestellt. Da die Absorptionsbande des
entstehenden CO2 im MIR-Bereich spektral isoliert vorliegt, können die Diﬀerenzsignale
dieses Produktes eindeutig identiﬁziert werden und erlauben somit die direkte Messung
der Freisetzung von CO2. Diese Spektren zeigen eindeutig die überlegene Struktursensiti-
vität der zeitaufgelösten Schwingungsspektroskopie im Vergleich zur Spektroskopie im
sichtbaren Spektralbereich.
Nach einer kurzen Einführung in die Thematik der caged compounds und der Motivati-
on der Fragestellung werden zunächst am Beispiel von meta-NPA die in den transienten
Spektren auftretenden Eﬀekte erklärt. Anschließend werden die Ergebnisse für ortho-,
meta- und para-NPA verglichen und diskutiert. Die Photochemie der organischen Ver-
bindungen erweist sich als sehr komplex und es ergibt sich ein großer Einﬂuss der
Konstitution.
4.1 Einleitung
Photolabile Schutzgruppen erlauben die lichtgesteuerte Freisetzung bzw. Aktivierung
eines chemisch oder biologisch relevanten Substrates [162]. Heutzutage spielen sie eine
große Rolle in der organischen Synthese [163, 164], da sie entscheidende Vorteile gegen-
über konventionellen Reagenzien haben. Die Bestrahlung mit Licht ist eine einfache
und schonende Methode zur Entfernung der Schutzgruppen, es ist weder ein Erhitzen
notwendig, noch die Zugabe weiterer Stoﬀe, die evtl. zu Nebenreaktionen führen und
dann aus dem Reaktionsansatz abzutrennen wären.
In der Untersuchung biologischer Funktionen und enzymatischer Reaktionen haben
sich durch die Verwendung photoaktivierbarer Substanzen vollkommen neuartige Un-
tersuchungsmöglichkeiten ergeben. Begonnen hat diese Entwicklung mit der Arbeit von
Kaplan et al. [165], die photoaktivierbares ATP1 verwendeten um die Aktivität des
Enzyms ATPase zu untersuchen. Das verwendete inaktivierte Molekül zerfällt unter
Bestrahlung (=340nm) in ATP und ein Nitrobenzylderivat, welches als photolabile
1ATP: Adenosintriphosphat
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Schutzgruppe fungiert. Für das biologisch inaktive Vorläufermolekül wurde der Begriﬀ ca-
ged ATP verwendet. Daraus wurde der Begriﬀ caged compound abgeleitet, der heutzutage
als Bezeichnung für derartige Moleküle etabliert ist.
Die Lichtaktivierung hat dabei zwei entscheidende Vorteile gegenüber anderen Verfah-
ren: Einerseits wird über eine hinreichend schnelle Photoreaktion mit einem intensiven
Photolysepuls eine synchronisierte Aktivierung des Wirkstoﬀes erreicht, so dass die
Reaktion dann zeitaufgelöst verfolgt werden kann. Andererseits erfolgt die Aktivierung
bei Verwendung von fokussiertem Laserlicht in einem räumlich sehr begrenzten Bereich –
bei Zweiphotonen-Absorption liegen die Volumina sogar nur im Bereich von Femtolitern.
Heute ist die Verwendung photoaktivierbarer Spezies zur Untersuchung biochemischer
Reaktionen in vivo und in vitro weit verbreitet und zahlreiche erprobte Substanzen sind
bereits kommerziell erhältlich. Für weitere Informationen sei auf Übersichtsartikel zur
ihrer Anwendung hingewiesen [19, 166–168]. Ein wesentlicher Anteil der eingesetzten
Schutzgruppen basiert auf den bereits erwähnten Nitrobenzylderivaten und schon in den
1960er Jahren wurde über die lichtinduzierte Abspaltung von CO2 aus Nitrophenylaceta-
ten berichtet [169, 170].
Allerdings wurde bis heute kein System zur Photoaktivierung von CO2 etabliert,
dementsprechend würde caged CO2 die Untersuchung vieler Prozesse erstmalig ermögli-
chen. Die Idee das Nitrophenylacetat für diesen Zweck einzusetzen stammt von Dr. Georg
Wille vom Institut für Biophysik der Johann Wolfgang Goethe-Universität Frankfurt. Es
stellte sich also die Frage nach der generellen Eignung für die Untersuchung biologischer
Proben. Allgemein sollten geeignete caged compounds die folgenden Kriterien erfüllen
[168]:
• saubere Photoreaktion mit hoher Quantenausbeute für den gewünschten Bindungs-
bruch
• Anregung möglichst bei  > 300nm (um Absorption durch die biologische Umge-
bung und deren Schädigung zu minimieren)
• möglichst keine Absorption des Photolyselichtes durch Nebenprodukte, keine schäd-
lichen Nebenreaktionen
• schnelle Aktivierung bei zeitaufgelösten Untersuchungen
• Löslichkeit im interessierenden Medium (im Allgemeinen: Wasser)
• Inaktivierung der geschützten Substanzen vor der Photolyse und hinreichende
Stabilität ohne Bestrahlung
In Hinblick auf die geplanten zeitaufgelösten Messungen CO2-aktivierter enzymati-
scher Reaktionen waren diese Fragen vorab zu klären. Insbesondere sollte mit Ultra-
kurzzeitspektroskopie im MIR getestet werden, auf welcher Zeitskala die Freisetzung des
Kohlenstoﬀdioxids erfolgt und ob ggf. Nebenreaktionen oder Intermediate auf kurzen
Zeitskalen zu beobachten sind.
744.2 Photochemie der Nitrophenylacetate
Es ergibt sich die Möglichkeit der direkten Beobachtung eines Reaktionsproduktes
ohne störende Überlagerung durch Absorptionen anderer Spezies. Somit stellen die
Isomere des NPA ein Modellsystem dar, an dem der Einﬂuss der Konstiution auf die
ablaufende Photodissoziation hervorragend untersucht werden kann. Deshalb wurden
alle drei Isomere untersucht – auch wenn eine Anwendung als caged CO2, z.B. wegen
geringer Quantenausbeute im Falle von o-NPA, nicht in Frage kam. Der Vergleich der
Ergebnisse soll Antworten auf die noch immer ungeklärte Frage nach dem Mechanismus
der Photoreaktion der Nitrobenzylderivate liefern.
4.2 Photochemie der Nitrophenylacetate
Nitroaromatische Verbindungen werden im Allgemeinen als nicht ﬂuoreszierend beschrie-
ben, was auf eine extrem schnelle Deaktivierung des emitterenden Zustands hindeutet.
Die Ursache ist häuﬁg eine schnelle und eﬃziente Interkombination, also der Übergang
vom Singulett- in das Triplettsystem. Dieser Wechsel der Multiplizität wird durch die
freien Elektronen des Stickstoﬀs begünstigt und geht mit einer Änderung der Elektro-
nenkonﬁguration einher (n $ ) [171].
Bei kleinen Aromaten kann es zu einer quantitativen Deaktivierung des angeregten
Singulettzustands kommen [60, 172], wie die folgenden Beispiele zeigen. Für Nitrobenzol
in Isopropanol wurde durch Triplettenergietransfer auf cis-1,3-Pentadien eine Triplettaus-
beute von etwa 0,7 bestimmt [173]. Mittels zeitaufgelöster transient grating-Spektroskopie
erhielt man für Nitrobenzol und Nitrotoluol in Ethanol Werte von  0;8 und für Ni-
trophenol in Benzol 0,86 [174, 175]. Die Interkombination ist dabei extrem schnell: Für
Nitrobenzol wird eine Zeitkonstante von  0;1ps für den S1 ! T2-Übergang und eine
Triplettlebensdauer von etwa 0,5ns angegeben, während ein Prozess innerhalb einiger Pi-
kosekunden der T2 ! T1 Relaxation zugeordnet wird [175]. Die mittlere Komponente von
5ps wurde ebenfalls mit transienter Absorption im sichtbaren Spektralbereich beobachtet
und ebenso interpretiert. Die Zeitauflösung reichte für die Detektion des ISC jedoch nicht
aus [176]. Auch die Untersuchung verschiedener polyzyklischer Nitroaromaten mittels
Fluoreszenzaufwärtskonvertierung ergab biexponentielle Kinetiken mit extrem kurzen
Lebensdauern [177]. Die kürzere Zeitkonstante lag im Subpikosekundenbereich, bei z.T.
nur 50fs, und wurde der Interkombination zugeschrieben, die längere im Bereich einiger
Pikosekunden der Deaktivierung des S1-Zustands über andere Prozesse.
Eine Besonderheit bilden die ortho-Nitrobenzylderivate: bei geeigneter Substitution
kann der angeregte Singuletzustand durch einen Protonentransfer extrem schnell relaxie-
ren und die Triplettausbeute ist wesentlich geringer [178]. Diese Verbindungen spielen als
photolabile Schutzgruppen eine besondere Rolle und wurden bereits vielfältig untersucht
[178–185].
Die Photochemie der Nitrophenylacetate wurde bereits 1969 von Margerum und
Petrusis untersucht [170]. Durch qualitative und quantitative Analyse wurden die stabilen
Reaktionsprodukte nach der Photolyse bestimmt und mittels Blitzlichtphotolyse konnten
die transienten aci-Nitrobenzyle von o-NPA und p-NPA spektral aufgelöst werden. Die


































Abbildung 4.1: Strukturen der Konstitutionsisomere des NPA und ihre Photodecarboxylierungs-
reaktionen nach [170]. Für o-NPA ist die Resonanzstabilisierung des Nitrobenzylanions durch die
aci-Nitrostruktur dargestellt, diese ergibt sich ebenfalls für p-NPA, aber nicht für m-NPA.
wesentlichen Produkte bzw. Intermediate sind in Abbildung 4.1 dargestellt und im
Folgenden werden die wichtigsten Fakten dieser Reaktionen zusammengefasst:
Allgemein gilt, dass die Photodecarboxylierung nur in den deprotonierten Spezies
auftritt, aber nicht in den korrespondierenden Nitrophenylessigsäuren. Ebenso wurde
in nicht-wässrigen Lösungsmitteln (Ethanol, Essigsäure, Pyridin, Acetonitril) keine
signiﬁkante Bildung von CO2 beobachtet. Für Lösungen der verschiedenene Isomere in
wässriger NaOH bei pH=10 und eingesetzten Konzentrationen von c0 <40M erhielten
Margerum und Petrusis folgende Produkte und Ausbeuten:
ortho-NPA Der Hauptreaktionspfad ist eine reversible Deprotonierung nach einem intra-
molekularem Protonentransfer. Die Quantenausbeute der Photodecarboxylierung
beträgt 0,04 und das stabile Hauptprodukt der Photolyse ist ortho-Nitrotoluol.
Das transient auftretende ortho-Nitrobenzylanion wurde spektroskopisch mit Blitz-
lichtphotolyse im UV/Vis-Bereich untersucht: das Absorptionsmaximum liegt bei
408nm und die Lebensdauer bei 830ms.
meta-NPA Die Photolyse führt direkt zur Eliminierung von CO2. Es wurden keine
transienten Intermediate gefunden. Das steht im Einklang mit der Tatsache, dass
hier keine Resonanzstabilisierung durch eine aci-Nitro-Struktur möglich ist. Die
Quantenausbeute wurde zu 0,63 bestimmt. Als stabiles Photoprodukt entsteht
3-Nitrotoluol.
para-NPA Die Photodecarboxylierung erfolgt mit einer Quantenausbeute von 0,59 und
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erzeugt direkt das resonanzstabilisierte aci-4-Nitrobenzylanion mit einer Lebens-
dauer von 53s. Als stabiles Hauptreaktionsprodukt entsteht 4,40-Dinitrobibenzyl
bzw. bei geringeren Konzentrationen, erniedrigtem pH-Wert und verminderter
Lichtintensität auch vermehrt 4-Nitrotoluol.
Studien durch Wan und Muralidharan an verschiedenen Nitroaromaten haben ergeben,
dass eine Reaktion vom photo-Retro-Aldol-Typ zugrundeliegt [186]. Der erste Schritt
ist dabei stets der heterolytische Bruch der C–C-Bindung und dieser erfordert eine
besondere Stabilisierung des abgespaltenen Nitrobenzylcarbanions. Es konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass die Katalyse durch Wasser bzw. Hydroxidionen eine wichtige Rolle
spielt und dass diese Reaktion aus dem Triplettzustand heraus erfolgt. Es kann also
davon ausgegangen werden, dass der Triplettzustand auch für die Photochemie der
Nitrophenylacetate eine wichtige Rolle spielt.
Die durchgeführte Untersuchung der Reaktionen aller Isomere mittels Ultrakurzzeit-
spektroskopie im MIR-Bereich konzentriert sich auf den Bereich der Absorptionsbande
von gelöstem CO2 und erlaubt erstmals die direkte Beobachtung eines primären Reakti-
onsproduktes. Auf diese Weise lassen sich neue Einblicke in die ersten Schritte dieses
wichtigen Reaktionstyps gewinnen, da die Dissoziation hier mit höchster Zeitauflösung
anhand der Abspaltung des Kohlenstoﬀdioxids beobachtet werden kann. Ein besseres
Verständnis der lichtinduzierten Reaktionsdynamik der Nitrobenzylderivate ist insbeson-
dere für die Entwicklung neuer oder die Verbesserung bereits etablierter caged compounds
erforderlich.
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4.3 Ergebnisse der Ultrakurzzeitexperimente
Im Folgenden werden die Ergebnisse der hier durchgeführten Experimente präsentiert.
Zunächst werden für alle Proben die Messbedingungen und am Beispiel von m-NPA die
in den transienten Spektren auftretenden Eﬀekte sowie die Verarbeitung der Datensätze
vorgestellt. Die quantitative Auswertung erfolgt dann mittels der globalen Analyse für
meta-, ortho- und para-NPA. Abschließend werden die Ergebnisse miteinander verglichen
und anhand eines einfachen Reaktionsmodells diskutiert.
4.3.1 Messbedingungen
Sämtliche Messungen wurden mit der Durchﬂusszelle mit 50m Schichtdicke durchge-
führt. Die wässrigen Lösungen mit 20mM NPA und 100mM Natriumphosphatpuﬀer
(NaPi, pH=8,5) wurden in dem geschlossenen Probenkreislauf von der Peristaltikpumpe
umgewälzt. Der basische pH-Wert des Puﬀers ist wichtig für die Gleichgewichtslagen der
vorhandenen Carbonsäuren: Das NPA liegt überwiegend als reaktives Acetat und nicht
als Nitrophenylessigsäure vor. Für das gelöste CO2, bzw. die Kohlensäure (pKS =6,5),
liegt das Gleichgewicht bei einem pH-Wert von 8,5 deutlich auf der Seite des deproto-
nierten Hydrogencarbonats (99%). Die hohe Puﬀerkapazität garantiert einen stabilen
pH-Wert und das Abfangen des freigesetzten CO2 aus der Lösung. Auf diese Weise
bleiben die Bedingungen konstant und Artefakte durch die im Laufe der Messung erhöhte
Konzentration an CO2 werden vermieden.
Da die Photodecarboxylierung irreversibel ist, wurde ein großes Probenvolumen von ca.
200ml vorgelegt, so dass die Erniedrigung der Eduktkonzentration während der Messung
vernachlässigt werden kann. Dies wurde durch Vergleich der Einzelmessungen zu Beginn
und am Ende der Messreihe veriﬁziert, die im Rahmen der Messgenauigkeit identisch
waren. Die mögliche Anregung von Photoprodukten braucht ebenfalls nicht berücksichtigt
werden, da die Wahrscheinlichkeit ihrer Anregung bei den gegebenen Anregungswellen-
längen und Produktkonzentrationen sehr klein ist. Vor allem aber erzeugt die Photolyse
der stabilen Produkte kein weiteres CO2 und somit auch keine Absorptionsänderungen
im Bereich der Absorptionsbande von gelöstem CO2 bei 2343cm 1.
Angeregt wurden die Proben entweder bei 290nm (SFG) oder bei 258nm (THG)
in der Hauptabsorptionsbande mit unterschiedlichen Pulsenergien. Die Spektren der
Anregungspulse sowie die Absorptionsspektren der drei Isomere sind in Abbildung 4.2(a)
dargestellt. Die Absorptionsbanden zeigen keine ausgeprägte Schwingungsfeinstruktur,
besitzen auf der langwelligen Seite jedoch sehr breite Flanken und im Fall von o-NPA
eine zusätzliche Schulter. Eine eindeutige Bandenzuordnung, die eine Interpretation
dieser spektralen Charakteristika erlauben würde, existiert derzeit noch nicht.
In Abbildung 4.2(b) ist das FTIR-Diﬀerenzspektrum nach der Photolyse von m-NPA
gezeigt. Dafür wurde das FTIR-Spektrum der nicht angeregten Probe von dem etwa
20ms nach der Photolyse durch einem Excimer-Laserpuls bei 308nm aufgenommenen
FTIR-Spektrum abgezogen. Diese Messung wurde von Gabriela Schäfer am Institut für
Biophysik der Johann Wolfgang Goethe-Universität mit einem modiﬁzierten IFS 66 (V/S)
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(b) FTIR Diﬀerenzspektrum nach der Photolyse
von m-NPA
Abbildung 4.2: Normierte UV/Vis-Absorptionsspektren der drei Isomere des NPA (a). Ebenfalls
eingezeichnet sind die Spektren der Anregungspulse die bei 290nm mittels SFG aus NOPA und
Laserfundamentale und bei 258nm mittels THG erzeugt wurden. In (b) ist das Photolyse-Diﬀerenz-
spektrum von m-NPA 20ms nach der Anregung bei 308nm in einer Küvette mit 10 m Schichtdicke
gezeigt. Die positive Produktbande bei 2343cm
 1 ist gelöstem CO2 zuzuordnen, die negativen Signale
entsprechen ausgebleichten Schwingungsbanden des Eduktes. Dieses Rapidscan-FTIR-Diﬀerenzspektrum
wurde freundlicherweise von G. Schäfer zur Verfügung gestellt, weitere Details ﬁnden sich in [187].
Rapidscan-FTIR-Spektrometer (Bruker Optik, Ettlingen) durchgeführt, weitere Details
ﬁnden sich in [187]. Die Produktbande bei 2343cm 1 kann eindeutig der Absorption
des im Puﬀer gelösten CO2 zugeordnet werden. Diese Bande ist spektral deutlich von
denen der Edukte getrennt, die nach der Dissoziation ausgebleichten Schwingungsbanden
beﬁnden sich bei Wellenzahlen <1600cm 1. In den Kurzzeitexperimenten wurde im
Spektralbereich von etwa 2375cm 1 bis 2280,cm 1 abgetastet (Gitter1), so dass die
Absorption des entstehenden CO2 direkt beobachtet werden kann.
Die Polarisationen von Anregungs- und Abtastlicht waren senkrecht zueinander ori-
entiert, da keine geeignete Verzögerungsplatte für das Anregungslicht verfügbar war
und eine Auswertung der Anisotropie für das abgespaltene CO2 keinen Zusatznutzen
erwarten lässt. Unter diesen Bedingungen ist zudem eine deutlich geringere Amplitude
der Kreuzphasenmodulation zu erwarten.











(c) korrigiert (m-NPA   Puf-
fer)
Abbildung 4.3: Transiente Absorptionsänderung von m-NPA und der Puﬀerlösung sowie das für
Lösungsmittelbeiträge korrigierte transiente Diﬀerenzspektrum von m-NPA. Die Zeitachse ist linear
bis 1ps und logarithmisch für längere Verzögerungszeiten. Die Farbskala wird für jede Graﬁk einzeln
wie folgt erzeugt: negatives Minimum: blau, Null: grün, positives Maximum: rot, alle anderen Werte
werden interpoliert. Die auftretenden Eﬀekte werden im Text diskutiert und sind wie folgt nummeriert:
1) Erzeugung von Ladungsträgern im CaF2-Substrat 2) Absorption des freigesetzten CO2 3) Ausblei-
chen einer Absorptionsbande des Wassers 4) Kohärente Eﬀekte durch gasförmiges CO2 5) kurzlebiges
NPA-Signal
4.3.2 Auftretende Eﬀekte am Beispiel von m-NPA
Neben den Diﬀerenzbanden, die der Produktbildung und somit der Dissoziation zuzu-
ordnen sind, treten eine Reihe weiterer Signale auf. Diese Eﬀekte sollen zunächst am
Beispiel einer Messung von m-NPA vorgestellt werden, es sei jedoch darauf hingewiesen,
dass die im Folgenden diskutierten Eﬀekte bei allen durchgeführten Experimenten – auch
der übrigen Isomere – beobachtet werden.
In Abbildung 4.3(a) sind die gemessenen transienten Absorptionsänderungen der m-
NPA-Lösung nach Anregung bei 290nm mit 750nJ Pulsenergie als 2d-Graﬁken dargestellt.
Die Amplituden sind farbkodiert: das Minimum der negativen Absorptionsänderung ist
blau, konstante Absorption ist grün und das Maximum der positiven ist rot eingefärbt.
Die übrigen Werte werden interpoliert. Aufgrund der für jede Graﬁk individuell erzeugten
Farbskala sind die verschiedenen Graﬁken nicht direkt miteinander vergleichbar. Beispiels-
weise sind die kleinen negativen Signale vor dem Zeitnullpunkt nur in der Messung des
reinen Puﬀers sichtbar (Bereich 4 in Abb. 4.3(b)), da ihre Amplitude wesentlich kleiner
ist, als die der Bleichbande bei positiven Zeiten (Bereich 3 in Abb. 4.3(a)). Für den
quantitativen Vergleich der Signale sind in Abbildung 4.4 die Transienten ausgewählter
Wellenzahlen gezeigt.
Die transienten Spektren werden bis etwa 10ps durch eine wellenzahlunabhängige,
positive Absorptionszunahme (1) dominiert, die auf die Erzeugung von Ladungsträgern
in den CaF2-Küvettenfenstern zurückzuführen ist und auch bei der Messung des reinen
Puﬀers beobachtet wird. Bei 2345cm 1 zeigt sich die Absorption des durch die Photolyse
freigesetzten CO2 (2). Ab ca. 100ps tritt für Wellenzahlen unterhalb von 2320cm 1
eine negative Bande auf (3), die dem Bleichsignal einer Absorptionsbande des Wassers


































































































































Abbildung 4.4: Transienten ausgesuchter Wellenzahlen der Rohdaten von m-NPA, der Puﬀerlösung und
des korrigierten m-NPA-Signals. Die Signale der Puﬀerlösung wurden mit dem Faktor 0,64 skaliert und
für die Korrektur vom Datensatz der Probe abgezogen. Bei 2370 cm
 1 ist das Signal der Ladungsträger im
CaF2-Substrat nicht durch weitere Eﬀekte überlagert, hier wurde der Normierungsfaktor bestimmt. Bei
2345cm
 1 ist die zusätzliche Absorption durch das freigesetzte CO2 und bei 2290cm
 1 das Bleichsignal
einer Absorptionsbande des Wassers nach etwa 10ps zu erkennen.
entspricht. Vor dem Zeitnullpunkt lassen sich um 2350cm 1 Signale erkennen, die
durch die kohärante Absorption der infraroten Abtastpulse durch gasförmiges CO2
im Strahlengang entstehen (4). Nach Subtraktion der Puﬀersignale erhält man die
korrigierten m-NPA-Daten, diese weisen eine kurzlebige, sehr breitbandige, positive
Absorptionsänderung infolge der Anregung des m-NPA auf (5). Die spektrale Signatur
einer Kreuzphasenmodulation ist nicht zu erkennen, was vermutlich in den senkrecht
eingestellten Polarisationen von Anregungs- und Abtastlicht sowie den sehr großen
Diﬀerenzsignalen begründet ist.
Erzeugung von Ladungsträgern im CaF2-Substrat
Am Zeitnullpunkt kommt es im gesamten Spektralbereich sowohl bei der Messung der
Probenlösung als auch des reinen Puﬀers zu einer Absorptionszunahme um etwa 1×10 3
(Bereich 1 in Abb. 4.3) Der Anstieg dieses Signals ist nur wenig langsamer als die
Kreuzkorrelationszeit von Anreg- und Abtastpuls von 300fs und es zerfällt biexponentiell
mit Zeitkonstanten von etwa 1,5ps und 20ps.
Weitere Messungen an einem einzelnen, 2mm dicken CaF2-Substrat mit Anregungs-
wellenlängen von 258nm zeigen, dass die Küvettenfenster diesen Eﬀekt verursachen.
Abbildung 4.5(a) und 4.5(b) zeigt die 2d-Graﬁken der im CaF2-Substrat induzierten
Absorptionsänderungen für zwei verschiedene Anregungsintensitäten. Diese Spektren
wurden ohne Änderung des optischen Strahlenganges direkt nacheinander aufgenommen,
ein zusätzlicher Auskoppelspiegel mit 50% Reﬂektivität bei 258nm diente zur Halbierung
der Anregungsintensität bei der zweiten Messung. Wie in den Transienten bei 2370cm 1
zu erkennen ist, erhält man dieselbe Kinetik, wobei sich die Amplituden um einen Faktor
von 5,25 unterscheiden. Dass dieser Faktor global auf alle Kanäle anwendbar ist, wird
beim Vergleich der transienten Spektren nach 1ps deutlich (Abb. 4.5(f)).
814 Nitrophenylacetat – photolabiles CO2




































 THG, 840 nJ
 THG, 420 nJ









































 THG, 840 nJ
 THG, 420 nJ (x5,25)










 258 nm, 840 nJ






























(f) Transiente Spektren nach 1ps
Abbildung 4.5: Transiente Absorptionsänderungen eines 2mm dicken CaF2-Fensters nach Anregung
bei 258nm und 388nm mit unterschiedlichen Pulsenergien (oben) und die einzelnen Transienten bei
2345cm
 1 (unten). Die bei 258nm angeregten Signale zeigen dieselbe Kinetik und unterscheiden sich
nur in ihrer Amplitude um den Faktor 5,25, wie die transienten Spektren nach 1ps belegen (f). Bei
388nm tritt nur das XPM-Signal von Anreg- und Abtastpuls auf (Abb. (c), vgl. Abb. 3.18, S. 67), aber
nicht die nach Anregung bei 258nm beobachtete Kinetik.
Die Amplitude des auftretenden Signals ist somit nicht proportional zur Energie
der Anregungspulse, die Abhängigkeit weist auf einen quadratisch mit der Anregung
skalierenden Zweiphotoneneﬀekt hin. Die Abweichung vom erwarteten Faktor 4 erklärt
sich mit der Nichtlinearität dieses Prozesses, da sich weder die Anregungsintensität,
noch der räumliche Überlapp von Anregungs- und Abtastfokus über die Dauer beider
Experimente exakt konstant halten ließ. Zudem könnte der eingebaute Auskoppelspiegel
zu einem geringen Strahlversatz und zusätzlicher Dispersion geführt haben. Überdies
kann auch eine Degradation des Substrates nicht ausgeschlossen werden.
Eine Zweiphotonenabsorption würde hier Wellenlängen von 145nm (SFG) bzw. 129 nm
(THG) und somit der bei etwa 130nm einsetzenden Absorption von CaF2 entsprechen.
Insofern stellt sich die Frage, ob es zu einer Anregung von Elektronen ins Leitungsband
also zur Erzeugung freier Ladungsträger kommt, oder ob eine exzitonische Anregung
stattﬁndet, bei der die Elektronen-Loch-Paare noch schwach aneinander gebunden sind.
Es ist ebenfalls möglich, dass es durch das intensive Anregungslicht zur Erzeugung von
Farbzentren im Material kommt [188]. In jedem Fall würde das Signal die Dynamik der
Elektron-Loch-Paare bzw. deren Rekombination wiedergeben.
Die These der Anregung von Farbzentren bzw. Ladungsträgern durch Zweiquantenab-
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sorption im CaF2-Substrat wird nach vergleichbaren Messungen mit Anregung bei 388nm
(SHG) weiter bestätigt. Diese wurden sowohl mit paralleler, als auch mit senkrechter
Polarisation von Anreg- und Abtastlicht ausgeführt. Jedoch wurde keine vergleichbare
Kinetik gefunden, wie die Transienten in Abb. 4.5 zeigen, auch nicht bei Anregung mit
sehr hohen Pulsenergien von bis zu 1,8J. Das XPM-Signal bestätigt die korrekte Ein-
stellung aller Parameter. Die Energie der korrespondierenden Wellenlänge von 194nm bei
Zweiphotonenabsorption der SHG ist nicht ausreichend für die Erzeugung von Exzitonen
oder die Anregung von Elektronen ins Leitungsband.
Probe und reine Puﬀerlösung wurden stets direkt nacheinander unter denselben Be-
dingungen gemessen und für den reinen Puﬀer wurde immer ein wesentlich größeres
Ladungsträgersignal gefunden. Dieser Befund erklärt sich durch die Absorption des
Anregungslichtes in der Probe und die damit verbundene geringere Intensität beim
Durchgang durch das zweite Küvettenfenster. Nach einer entsprechenden globalen Ska-
lierung mit einem Faktor f, die für jede Messreihe einzeln durchgeführt wird, kann
das Signal subtrahiert werden. Das liefert durchweg gute Ergebnisse, da die übrigen
Diﬀerenzbanden schmalbandiger sind, die Ladungsträgerdynamik nicht durch Probe
oder Puﬀer beeinﬂusst wird und weiter keine Störungen mit vergleichbarer Amplitu-
de auftreten (vgl. Abb. 4.3 und 4.4). Die resultierenden transienten Diﬀerenzspektren
Akorr(~ ;t) = AProbe(~ ;t)   fAPuer(~ ;t) werden im Folgenden als korrigiert be-
zeichnet.
Absorption des freigesetzten CO2
Bei 2345cm 1 erkennt man das Anwachsen einer schmalbandige Absorptionsbande (Be-
reich 2 in Abb. 4.3). In Abbildung 4.6(a) ist das transiente Diﬀerenzspektrum nach 1,8ns
zusammen mit dem FTIR-Diﬀerenzspektrum nach 20ms aufgetragen. Die Wellenzahlen
der Maxima beider Diﬀerenzbanden sind im Rahmen der spektralen Auflösung von einem
Kanal (~  3cm 1) identisch. In Anbetracht der unterschiedlichen Messmethoden und
-bedingungen zeigt sich eine hervorragende Übereinstimmung, somit kann dieses Signal
der Absorption von gelöstem CO2 nach der Dissoziation zugeordnet werden.
In den korrigierten transienten Diﬀerenzspektren lässt sich die Signatur des CO2
bereits direkt nach der Anregung nachweisen, sie erreicht nach ca. 1ns einen konstanten
Wert (Abb. 4.4(b)). Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Photodecarboxy-
lierungsreaktion von m-NPA sehr schnell erfolgt und nach ca. 1ns abgeschlossen ist, eine
quantitative Analyse wird später präsentiert.
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(b) Absorptionsspektrum von Wasser
Abbildung 4.6: (a) Vergleich des transienten Diﬀerenzspektren der Kurzzeitmessung mit der Rapidscan-
FTIR-Messung (vgl. Abb. 4.2(b), S. 79). In Anbetracht der unterschiedlichen Methoden und Messbedin-
gungen zeigt sich eine hervorragende Übereinstimmung. (b) Absorptionsspektrum von reinem Wasser
der Schichtdicke 50m.
Ausbleichen der Absorptionsbande des Wassers
Ab etwa 10ps wird in den korrigierten Diﬀerenzspektren eine negative Absorptionsände-
rung für Wellenzahlen unterhalb von 2320cm 1 sichtbar (Bereich 3 in Abb. 4.3). Diese
negative Bande wird unabhängig von der Konstitution in allen transienten Diﬀerenzspek-
tren von NPA beobachtet, aber nicht in denen des reinen Puﬀers. Ihre Amplitude ist –
im Rahmen der Messgenauigkeit – proportional zur Pulsenergie der Anregung. Da in der
Rapidscan-FTIR-Messung kein vergleichbares Bleichsignal aufgelöst wird (Abb. 4.6(a)),
ist eine nach der Dissoziation ausgebleichte Schwingungsbande des m-NPA als Ursache
auszuschließen. Die Kinetik dieses Signals ist zwar bei kurzen Zeiten nicht mit der der
CO2-Absorptionsbande identisch, nach 1ns wird jedoch auch hier ein stationärer Wert
erreicht.
Die spektrale Form und Position dieses Signals sowie seine Kinetik deuten auf das Aus-
bleichen einer Lösungsmittelbande hin. Abbildung 4.6(b) zeigt das Absorptionsspektrum
von reinem Wasser: bei 2125cm 1 liegt das Maximum der Kombinationsschwingungs-
bande (Librations- und Biegeschwingung) von H2O [189]. Eine Temperaturerhöhung des
Wassers führt hier zu einer Absorptionsabnahme und Rotverschiebung ihres Maximums
[59], was mit der Beobachtung übereinstimmt. Nach der Absorption des UV-Lichtes wird
nur ein Teil der Energie zum Spalten der Bindung benötigt. Die gesamte Überschuss-
energie wird letztendlich als Wärme an das Lösungsmittel Wasser abgegeben – auch bei
solchen Reaktionspfaden, die nicht zur Freisetzung von CO2 beitragen. Daher ist nicht
zu erwarten, dass das Bleichsignal der Lösungsmittelbande derselben Kinetik folgt, wie
das Freisetzen des CO2.
Die Temperaturerhöhung kann grob abgeschätzt werden: Das angeregte Probenvolu-
men ergibt sich aus dem Radius von etwa 150  10 6 m des Anregungsfokus und der
Schichtdicke von 50  10 6 m zu 3;5  10 12 m3 was einer Wasssermasse von m = 3;5g
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entspricht. Die Absorption der Probe war bei der vorgelegten Konzentration: A290  1, es
wurden also etwa 90% oder Eh = 680nJ der Pulsenergie in diesem Volumen deponiert.
Mit der Wärmekapazität von Wasser C = 4;2Jg 1K 1 berechnet sich der maximale






4;2  3;5  10 6 K  50mK (4.1)
Die Absorptionsbanden von Wasser wurden von Carsten Krejtschi über einen großen
Temperaturbereich sehr detailliert untersucht [59]. Skaliert man die dort gemessenen
Absorptionsänderungen entsprechend der hier zu erwarteten Erwärmung der Probe und
der Schichtdicke der jeweils verwendeten Küvetten, dann kann auch die temperaturin-
duzierte Absorptionsänderung abgeschätzt werden: Danach sollte sich ein maximales
Bleichsignal von A   0;2  10 3 ergeben. Das ist mehr als dreimal so groß, wie das
hier beobachtete Signal von etwa A   60  10 6. Allerdings bleiben viele Faktoren
hier unberücksichtigt: die Intensitätsverteilung ist inhomogen wegen des gaußförmigen
Anregungsproﬁles und der in der Probe exponentiell abfallenden Intensität. Aufgrund
der Photoreaktion wird nicht die gesamte Photonenenergie in Wärme umgewandelt und
möglicherweise hat sich nach 1,8ns noch kein Temperaturgleichgewicht eingestellt.
Trotz der starken Vereinfachung zeigt diese einfache Überschlagsrechnung, dass der
Energietransfer an das Lösungsmittel Wasser zu einer signiﬁkanten Aufheizung der Probe
führt. Damit kann das beobachtete Bleichsignal auf die Temperaturabhängigkeit der
Kombinationsschwingungsmode des Wassers bei 2125cm 1 zurückgeführt werden.
Kohärente Pulsverformung durch gasförmiges CO2
Im Bereich der CO2-Absorptionsbande ist bereits vor dem Zeitnullpunkt ein kleines
Diﬀerenzsignal zu beobachten (Bereich 4 in Abb. 4.3). Dieses ist zwar in allen Datensätzen
enthalten, ist aber in den 2d-Graﬁken nur in Abwesenheit anderer Bleichsignale sichtbar.
In Abbildung 4.7(a) ist die Region der transienten Diﬀerenzspektren vor dem Zeitnull-
punkt nach Anregung der Puﬀerlösung mit einer Wellenlänge von 258nm und 700nJ
Pulsenergie vergrößert dargestellt. Man erkennt ein zu negativen Zeiten hin abnehmendes
Diﬀerenzsignal mit deutlichen Oszillationen in der Zeit- und Frequenzdomäne. Da dieses
Signal auch in den transienten Diﬀerenzspektren der CaF2-Scheibe auftritt (Abb. 4.5,
kann es weder der Probe noch dem Lösungsmittel zugeordnet werden, obwohl seine
Signatur dem gestörten freien Induktionszerfall ähnelt (vgl. Abb. 3.16, S. 63). Das
zentrale Maximum dieses Signals stimmt innerhalb der spektralen Auflösung gut mit
dem Bandenkopf der Absorption von gasförmigen CO2 überein und unterscheidet sich
deutlich von der Absorption des gelösten (Abb. 4.7(b)).
Ursache ist die Absorption des IR-Abtastpulses durch atmosphärisches CO2, welches
trotz der Spülung des Abtaststrahlengangs mit gereinigter Luft noch in geringen Mengen
vorhanden ist. Die so induzierte Polarisation emittiert ein kohärentes Lichtfeld und
es kommt zur Veränderung der abfallenden Flanke des Abtastpulses. Das entspricht
der durch Wasserdampf verursachten Störung vor dem Zeitnullpunkt, die Unterschiede
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(b) Vergleich der Spektren
Abbildung 4.7: (a) 2d-Graﬁk der transienten Absorptionsänderung vor dem Zeitnullpunkt in der
Puﬀerlösung nach Anregung bei 258nm mit 700nJ. In (b) ist das transiente Diﬀerenzspektrum bei
t =  0;7ps zusammen mit den entstehenden Absorptionsbanden von gelöstem CO2 nach der fs-IR- bzw.
der Rapidscan-FTIR-Messung dargestellt. Außerdem ist das Absorptionsspektrum von gasförmigen CO2
in grau hinterlegt. Die rovibronische Feinstruktur wurde spektral nicht aufgelöst.
liegen vor allem im Abstand der Spektrallinien beider Gase begründet. Eine derartige
Pulsverformung wurde bereits für CO2 [142, 143] und andere Gase [144, 145] bei höheren
Drücken eingehend untersucht. Die Dauer des Eﬀektes ist auf wenige Pikosekunden
beschränkt, er weist nur eine sehr geringe Amplitude auf und wird bei Abzug des
Puﬀersignals teilweise kompensiert. Folglich kann die damit verbundene Störung der
Daten bei dem gegebenen Signal-zu-Rausch-Verhältnis vernachlässigt werden.
Kurzlebiges NPA-Signal
In allen korrigierten transienten Diﬀerenzspektren zeigt sich um den Zeitnullpunkt ein
sehr breitbandiges positives Signal (Bereich 5 in Abb. 4.3) mit einer kurzen Lebensdauer
im Bereich der Zeitauflösung der Apparatur von etwa 300fs. Die globale Analyse ergibt,
dass die Abklingdauer nach Anregung bei einer Wellenlänge 258nm etwas größer ist als
bei 290nm (vgl. Tab. 4.1, S. 98). Auf Grundlage der derzeit vorliegenden Daten lässt
sich noch keine eindeutige Erklärung bzw. Zuordnung geben, zumal der Signalverlauf
wegen des überlagerten CaF2-Signals mit einem größeren Fehler behaftet ist.
Es könnte sich um einen nichtlinearen optischen Eﬀekt handeln, bei dem die kohärente
Wechselwirkung von Anreg- und Abtastpuls in der Probe die Intensität des detektierten
IR-Lichtes moduliert. Die Abhängigkeit der Abklingdauer von der Anregungswellenlän-
ge würde den unterschiedlichen Kreuzkorrelationsbreiten entsprechen. Eine veränderte
Instrumentenfunktion sollte sich jedoch auch in einem verlangsamten Anstieg der Ab-
sorption der im CaF2 induzierten Ladungsträger bemerkbar machen. Das wird nicht
beobachtet, so dass diese Möglichkeit unwahrscheinlich erscheint.
Theoretisch könnten solvatisierte Elektronen für dieses Signal verantwortlich sein, denn
erste kurzzeitspektroskopische Untersuchungen im sichtbaren Spektralbereich weisen
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Abbildung 4.8: Vergleich der Photolyse-Diﬀerenzspektren der drei Isomere (a) sowie deren normierter
Transienten im Bereich der CO2-Absorption (b) sowie bei 2290cm
 1 im Bereich der Bleichbande des
Wassers. meta- und para-Daten wurden hinsichtlich der maximalen Produktabsorption normiert, stimmen
jedoch im gesamten Bereich sehr gut überein. In Ermangelung einer vergleichbaren Markerbande wurde
der ortho-Datensatz hinsichtlich der Bleichbande des Wassers skaliert. Dargestellt sind die folgenden
Messungen: o-NPA: Anregung bei 258nm mit 420nJ, m-NPA: Anregung bei 290nm mit 750nJ, p-NPA:
Anregung bei 290nm mit 750nJ.
auf ihre Entstehung hin [190]. Da sie durch Ionisierung des Wassers bei Anregung im
UV erzeugt werden, sollten ihre Signaturen aber auch in den transienten Spektren des
reinen Lösungsmittels auftreten [191]. Folglich können solvatisierte Elektronen das noch
vorhandene Diﬀerenzsignal nach der Subtraktion der Daten der reinen Puﬀerlösung nicht
erzeugen.
Als wahrscheinlichste Erklärung erscheint damit die breitbandige Absorption transient
besetzter bzw. sehr kurzlebiger, elektronisch angeregter Zustände wie beispielsweise in
transienten IR-Spektren von para-NitroAnilin [192, 193]. Zudem wurden vergleichbare
Zeitkonstanten bereits für Nitrobenzol [175] und polyzyklische Nitroaromaten [177]
gefunden und mit der Entvölkerung des angeregten Singulettzustands assoziiert. Daher
wird dieses Signal tendenziell dem S1-Zustand zugeordnet.
4.3.3 Vergleich der Konstitutionsisomere und globale Analyse
Abbildung 4.8 zeigt den Vergleich der normierten zerfallassoziierten Spektren zu 4 := 1,
die den Photolyse-Diﬀerenzspektren entsprechen, sowie der ebenso normierten Transi-
enten. Wegen der geringeren Photodecarboxylierungsquantenausbeute von ortho-NPA
unterscheiden sich die Produktspektren deutlich. Auch die Transienten oﬀenbaren gene-
relle Unterschiede zwischen den drei Isomeren: z.B. ist bei para-NPA keine signiﬁkante
Freisetzung von CO2 innerhalb der ersten Pikosekunden zu beobachten.
Diese Unterschiede werden im Folgenden im Rahmen der globalen Analyse quantitativ
ausgewertet, wobei die Verarbeitung und Analyse der Daten bei allen Datensätzen dieselbe
ist. Diese Auswertung und die Zuordnung der erhaltenen Zeitkonstanten wird zunächst
detailliert anhand einer Messung von m-NPA erklärt, danach folgt die Präsentation der
übrigen Untersuchungen.
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Anregung bei 290nm mit 750nJ Vor der globalen Analyse wurden die Daten
hinsichtlich des dominanten Ladungsträgersignals korrigiert, indem ein amplitudenan-
gepasster Datensatz der zugehörigen Puﬀermessung subtrahiert wurde. Die globale
Anpassung wurde nach Gleichung 3.14 (S. 60) nur für die korrigierten Daten durchge-
führt, wobei zusätzlich die Kreuzkorrelationsbreite w(~ ) und der Zeitnullpunkt t0(~ )
für jeden Kanal optimiert wurden. Eine Zerfallszeit wird dabei stets auf den Wert
unendlich ( := 1) festgesetzt, um das zeitunabhängige Diﬀerenzsignal bei großen Ver-
zögerungszeiten zu modellieren. In Abbildung 4.9 sind noch einmal die 2d-Graﬁken des
unkorrigierten und des korrigierten Datensatzes sowie der angepassten Zerfallsfunktion
mit vier Zerfallszeiten dargestellt.
Eine optimale Beschreibung der Daten erhält man bei der Anpassung mit einer Summe
aus vier exponentiellen Zerfallsfunktionen: Bei der Anpassung einer Zerfallsfunktion
mit nur drei Zerfallszeiten (1 =0,05ps, 2 =180ps, 3 :=1) zeigen sich systematische
Abweichungen von den Daten, die die statistische Schwankung der Messwerte deutlich
überschreiten. Das kann in Abbildung 4.9(e) und 4.9(f) durch den Vergleich der angepass-
ten Zerfallsfunktionen mit drei bzw. vier Zeitkonstanten mit den Daten nachvollzogen
werden. Diese Transienten geben die Absorptionszunahme durch Freisetzung von CO2 bei
2345cm 1 und das Ausbleichen der Lösungsmittelabsorption bei 2290cm 1 infolge der
durch die Photolyse induzierten Temperaturerhöhung von m-NPA wieder. Eine weitere
Erhöhung der Parameteranzahl bei Verwendung von fünf Zeitkonstanten bringt hingegen
keine signiﬁkant verbesserte Anpassung.
Aus der globalen Analyse ergeben sich folgende Zeitkonstanten: 1 =0,04ps, 2 = 3,7ps,
3 =220ps und 4 :=1. Ihre zerfallassoziierten Spektren ﬁnden sich in Abbildung 4.10
zusammen mit den mittels der nichtlinearen Kurvenanpassung optimierten Zeitnullpunk-
ten t0(~ ) und Kreuzkorrelationsbreiten w(~ ). Die Zeitnullpunkte weisen nur eine geringe
lineare Dispersion von etwa t0 = 70fs zwischen 2375cm 1 und 2280cm 1 auf, die
geringer ist als die Schrittweite von 100fs im Bereich des Zeitnullpunktes. Der spektrale
Verlauf der ermittelten Kreuzkorrelationsbreite w(~ ) ist stetig und liegt im Mittel bei
etwa 350fs. Oﬀensichtlich spielen die Dispersion, die der Abtastpuls zwischen DFG-
Erzeugung und Probenort erfährt, sowie sein Chirp bei der gewählten Abtastwellenlänge
nur eine untergeordnete Rolle.
Die zerfallassoziierten Spektren lassen sich anhand der charakteristischen Signaturen
aus Abbildung 4.3 (S. 80) den in Abschnitt 4.3.2 diskutierten Prozessen zuordnen:
• Die Amplitude von 1 ist im gesamten Spektralbereich praktisch konstant und mit
etwa 4510 3 sehr groß, deshalb wurde sie für die Darstellung im Diagramm mit 0,2
multipliziert. Diese Komponente entspricht dem Zerfall des breitbandigen positiven
Signals (Bereich 5 in Abb. 4.3), das der Absorption des S1-Zustands zugeordnet
wurde. Die Zeitkonstante 1 =0,04ps beträgt nur 1/10 der Kreuzkorrelationsbreite
(w  0;35ps), die aufgezeichnete Kinetik dieses positiven Signals wird also durch
die Zeitauflösung der Apparatur bestimmt. Die Amplitude des zerfallassoziierten
Spektrums hängt deswegen stark von der angenommenen Instrumentenfunktion ab
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und auch die mit der globalen Analyse ermittelte Zeitkonstante ist entsprechend
fehlerbehaftet.
• Das zerfallassoziierte Spektrum zu 2 =3,7ps besitzt ein Minimum von  14510 6
bei 2345cm 1 und eine positive Amplitude von etwa 80  10 6 für Wellenzahlen
~  < 2335cm 1 mit einer Nullstelle bei 2339cm 1. Die relativen Amplituden beider
Bereiche unterscheiden also nur um einen Faktor von  2, während dieses Verhältnis
nach 1,8ns bzw. im Produktspektrum von 4 bei 20 liegt. Mit der Annahme eines
größeren Bleichsignals erklärt sich auch die Verschiebung der Nullstelle um fast
15cm 1 zu größeren Wellenzahlen im Vergleich zum Produktspektrum. Diese
Komponente trägt also sowohl zum Ausbleichen der breiten Absorptionsbande des
Wasser, als auch zur Freisetzung von CO2 bei. Sie repräsentiert jedoch nicht den
Hauptreaktionspfad der Decarboxylierung.
Die Bedeutung dieser Zeitkonstante für die angepasste Zerfallsfunktion lässt sich in
den Transienten in Abbildung 4.9 nachvollziehen. Beide weisen deutliche Signalän-
derungen auf der Zeitskala von Pikosekunden auf, die durch 2 modelliert werden.
Bei 2290cm 1 erkennt man einen Wendepunkt der Transiente nach etwa 10ps, der
die unterschiedlichen Zeitskalen der hier ablaufenden Prozesse verdeutlicht.
• Das zur Komponente 3 =220ps assoziierte Spektrum besitzt ein Minimum bei
2345cm 1 mit  0;88  10 3, eine Nullstelle bei 2325cm 1 und eine positive
Amplitude von 4510 6 bei 2290cm 1. Es stellt nahezu ein verkleinertes Spiegelbild
des Photoproduktspektrums dar und kann dementsprechend der Bildung dieses
Produktes zugeordnet werden. Die Zunahme der CO2 -Absorption wird eindeutig
durch diese Zeitkonstante bestimmt, während sie für das Bleichsignal im Bereich
von ~  < 2325cm 1 einen geringeren Beitrag liefert als 2. Auch diese Aussagen
können mit den Transienten in Abbildung 4.9 veriﬁziert werden.
• Die letzte Zeitkonstante 4 wurde vor der globalen Anpassung auf den Wert 1 fest-
gesetzt um die Absorptionsänderung bei langen Verzögerungszeiten zu modellieren.
Die gezeigten Transienten belegen, dass dieses Vorgehen berechtigt ist: ab 1ns tritt
praktisch keine Zeitabhängigkeit der gemessenen Absorptionsänderung mehr auf,
es wird ein Zustand erreicht, der innerhalb der maximalen Verzögerungszeit von
1,8ns als stationär anzusehen ist. Die Interpretation des Photoproduktspektrums
wurde bereits gegeben: die positive Bande bei 2345cm 1 entspricht der zusätzli-
chen Absorption durch das freigesetzte, gelöste CO2 und die negative Bande bei
~  <2325cm 1 dem Ausbleichen einer Absorptionsbande des Wassers aufgrund der
reaktionsinduzierten Temperaturerhöhung.
Oﬀensichtlich stellt der mit 3 =220ps verbundene Prozess den Hauptreaktionspfad
der Photodecarboxylierung dar: etwa 75% der Produktabsabsorption entsteht mit die-
ser Zeitkonstante. Der Anteil der schnelleren Komponente 2 =3,7ps an der ﬁnalen
CO2-Absorption ist nur etwa 13%, diese liefert jedoch einen größeren Beitrag zur Tem-
peraturerhöhung. Demzufolge stellt der 2-Prozess einen Reaktionspfad dar, der zwar
894 Nitrophenylacetat – photolabiles CO2






































































































































Abbildung 4.9: Globale Analyse der transienten Spektren von m-NPA nach Anregung bei 290nm
mit 750nJ. Die 2d-Graﬁken zeigen die unkorrigierten und korrigierten transienten Diﬀerenzspektren
sowie das Ergebnis der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten. Die durchgeführte Korrektur
durch Subtraktion des skalierten Puﬀersignals ist für die Wellenzahl der CO2-Bande (2345cm
 1) in
(d) dargestellt. In (e) und (f) werden die korrigierten Daten mit den globalen Anpassungsfunktionen
mit drei und vier Zeitkonstanten im Bereich der CO2-Absorption und der Bleichbande des Wassers
verglichen.
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Abbildung 4.10: Zerfallassoziierte Spektren von meta-NPA nach Anregung bei 290nm mit 750nJ für
die optimale Anpassung mit vier Zeitkonstanten (a). Das Spektrum der Komponente 1 besitzt eine sehr
große Amplitude und wurde für diese Abbildung mit einem Faktor von 0,2 multipliziert. In (b) sind
die optimierten Anpassungsparameter für Zeitnullpunkt und Kreuzkorrelationsbreite dargestellt, die
ebenfalls im Rahmen der globalen Analyse bestimmt wurden.
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zu einer schnellen Energiedissipation an das Lösungsmittel, aber kaum zur Abspaltung
von CO2 führt. Bemerkenswert ist, dass bereits innerhalb der Kreuzkorrelationsbreite
etwa 10% der Produktabsorption gebildet werden, was auf die extrem schnelle Dissozia-
tion des Moleküls innerhalb von 400fs hinweist. Aufgrund der Überlagerung mit dem
breitbandigen Signal zu 1 und der limitierten Zeitauflösung lassen sich jedoch keine
weitergehenden Aussagen ableiten.
914 Nitrophenylacetat – photolabiles CO2
Anregung bei 258nm mit 420nJ Um einen möglichen Einﬂuss der Wellenlänge auf
die ablaufende Photoreaktion zu untersuchen, wurden transiente Spektren von meta-NPA
nach Anregung bei 258nm aufgenommen. Das bei dieser Wellenlänge erzeugte Signal
der Ladungsträger im CaF2 ist größer als bei Anregung mit 290nm und die zugehörige,
größere Rauschamplitude bleibt nach Korrektur der Messdaten erhalten. Diese Messreihen
wurden deshalb mit einer verringerten Pulsenergie von 420nJ aufgenommen, was wieder
ein verbessertes Signal-zu-Rausch-Verhältnis der korrigierten Daten ergibt.
Abbildung 4.11 zeigt die transienten Diﬀerenzspektren als 2d-Graﬁken sowie die
Transienten ausgewählter Wellenzahlen. Ein wesentlicher Unterschied ist das stärkere
Bleichsignal des Wassers, das sich hier über den gesamten Spektralbereich erstreckt. Die
scheinbare spektrale Verschiebung der CO2-Absorptionsbande im Vergleich zur vorigen
Messung ist ein technisch bedingtes Artefakt. Bei Justagearbeiten am Spektrometer
zwischen den einzelnen Messungen wurde der Detektor um etwa 0,3mm versetzt, was
einem spektralen Abstand von einem halben Kanal entspricht. Abgesehen von dem
vergleichweise höheren Rauschen zeigen sich nur geringe Unterschiede zur Anregung bei
290nm, was die weitere Auswertung bestätigt.
Die globale Analyse wurde mit sowohl mit drei (1 = 0;35ps, 2 = 200ps 3 := 1)
als auch mit vier (1 = 0;14ps, 2 = 3;2ps, 3 = 220ps, 4 := 1) Zeitkonstanten
durchgeführt, wobei Zeitnullpunkt t0(~ ) und Kreuzkorrelationsbreite w(~ ) ebenfalls
optimiert wurden. Auch hier ergibt sich mit vier Komponenten eine optimale Beschreibung
der Daten wobei die ermittelten Zerfallszeiten sehr gut mit den bisher diskutierten
übereinstimmen. Die zerfallassoziierten Spektren sowie die Parameter t0(~ ) und w(~ )
für vier Zeitkonstanten werden in Abbildung 4.12 dargestellt. Sie ähneln denen nach
Anregung bei 290nm mit 750nJ, für die Interpretation sei daher auf den entsprechenden
Abschnitt (ab S. 88) verwiesen.
Im Detail ergeben sich einige kleine Unterschiede zwischen beiden Messungen: Die
kürzeste Zeitkonstante 1 =0,14ps ist hier signiﬁkant größer, obwohl sich nach der Analyse
dieselbe Zeitauflösung und eine geringere Dispersion ergibt (Abb. 4.12(b)). Damit sind
verlängerte Pulsdauern der Anregung als Ursache auszuschließen. Mit der kürzeren
Wellenlänge ist die Population höherer elektronisch angeregter Zustände zu erwarten.
Die damit verbundenen, veränderten Relaxationsprozesse stellen eine wahrscheinliche
Erklärung für die Verlangsamung der initialen Kinetik dar.
Das zerfallassoziierte Spektrum zu 2 ähnelt dem der Messung mit Anregung bei
290nm, wobei die negative Amplitude im Bereich der CO2-Absorption geringer ausfällt.
Die Komponente 3 trägt nur noch unwesentlich zur Bleichbande bei ~  <2325cm 1
bei. Die fehlende Kompensation durch dieses breite positive Signal, das der Bildung
der Bleichbande entspricht, erklärt auch die negative Amplitude dieses Spektrums für
~  >2360cm 1.
Trotz der diskutierten Unterschiede ergeben sich in der Zuordnung der Komponenten,
die in der globalen Analyse erhalten wurden, keine Abweichungen zu der Messung mit
Anregung bei 290nm. Da auch die Zeitkonstanten identisch sind kann davon ausgegan-
gen werden, dass der Mechanismus der beobachteten Photodecarboxylierungsreaktion
weitgehend unabhängig von der Anregungswellenlänge ist.
924.3 Ergebnisse der Ultrakurzzeitexperimente

































































































































Abbildung 4.11: Globale Analyse der transienten Spektren von m-NPA nach Anregung bei 258nm
mit 420nJ. Die 2d-Graﬁken zeigen die unkorrigierten und korrigierten transienten Diﬀerenzspektren
sowie das Ergebnis der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten. Die durchgeführte Korrektur
durch Subtraktion des skalierten Puﬀersignals ist für die Wellenzahl der CO2-Bande (2342cm
 1) in
(d) dargestellt. In (e) und (f) werden die korrigierten Daten mit den globalen Anpassungsfunktionen
mit drei und vier Zeitkonstanten im Bereich der CO2-Absorption und der Bleichbande des Wassers
verglichen.
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Abbildung 4.12: Zerfallassoziierte Spektren von meta-NPA nach Anregung bei 258nm mit 420nJ für
die optimale Anpassung mit vier Zeitkonstanten (a). In (b) sind die optimierten Anpassungsparameter
für Zeitnullpunkt und Kreuzkorrelationsbreite dargestellt, die ebenfalls im Rahmen der globalen Analyse
bestimmt wurden.
934 Nitrophenylacetat – photolabiles CO2
ortho-NPA
Anregung bei 258nm mit 450nJ Wegen der höheren Absorption bei 258nm wurde
ortho-NPA ausschließlich bei dieser Wellenlänge angeregt, die Energie der Anregungspulse
betrug 450nJ. Abbildung 4.13 zeigt die gemessenen transienten Absorptionsänderungen
als 2d-Graﬁken sowie die Signalverläufe bei ausgesuchten Wellenzahlen. Die Quanten-
ausbeute der Photodecarboxylierung ist für die ortho-Konstitution etwa fünfzehnmal
geringer als für meta, was sich in dem nur gering ausgeprägten CO2-Signal widerspiegelt.
Das breitbandige Bleichsignal des Wassers erstreckt sich, wie bei der Messung des m-NPA
mit Anregung bei 258nm, über den gesamten Spektralbereich.
Die Transienten zeigen nahezu keine Zeitabhängigkeit im Bereich der Absorptionsbande
des entstehenden CO2, welches hier bereits größtenteils innerhalb von einigen 100fs
gebildet wird. Diese stationäre Absorption resultiert aus der Überlagerung mit dem
breitbandigen Bleichsignal: Folgen beide Signale derselben Dynamik und besitzen ähnliche
Amplituden, dann kompensieren sich die zeitabhängigen Absorptionsänderungen. Die
Transienten aus dem Bereich der Bleichbande zeigen eine dem m-NPA vergleichbare
zeitliche Entwicklung.
Die globale Analyse wurde wieder für die Anpassung mit drei (1 = 0;16ps, 2 = 9;0ps,
3 := 1) und vier (1 = 0;14ps, 2 = 4;5ps, 3 = 200ps, 4 := 1) Zeitkonstanten
durchgeführt. Die Unterschiede zwischen diesen angepassten Funktionen sind nur gering
und die Anpassung mit drei Exponentialfunktionen ergibt innerhalb des Signal-zu-
Rausch-Verhältnisses bereits eine ausreichend gute Beschreibung der Daten. Wegen
der guten Übereinstimmung der bei vier Komponenten erhaltenen Zeitkonstanten mit
denen der Messung von m-NPA mit Anregung bei 258nm wird diese Zerfallsfunktion als
optimal angesehen. Trotzdem enthält Abbildung 4.14 zum Vergleich die zerfallassoziierten
Spektren beider Varianten.
Wegen der niedrigen Quantenausbeute der Decarboxylierung zeigt sich im Spektrum
zu 4 = 1 bei o-NPA nur eine geringe Absorption durch CO2 – die Amplitude ist
vergleichbar mit dem entstandenen Bleichsignal des Wassers. Es ergeben sich ebenfalls
kleinere Beiträge der Bildung von CO2 in den zerfallassoziierten Spektren zu 2 und 3
und dementsprechend eine positive Amplitude von 3 im Spektralbereich ~  >2350cm 1.
Weitere relevante Unterschiede zu dem bereits diskutierten Datensatz (m-NPA, 290
nm, 420nJ) sind nicht zu verzeichnen, daher ist die weitere Interpretation der globalen
Analyse analog und wird hier nicht wiederholt. Die Auswertung deutet darauf hin,
dass die Energieumverteilung an das Wasser auf derselben Zeitskala wie bei m-NPA
abläuft (2  4ps und 3  200ps), die Relaxationsprozesse besitzen also dieselben
Raten. Obwohl die Zeitkonstante 3 auch bei o-NPA gefunden wurde, trägt diese hier
nur unwesentlich zur Freisetzung von CO2 bei.
944.3 Ergebnisse der Ultrakurzzeitexperimente


































































































































Abbildung 4.13: Globale Analyse der transienten Spektren von o-NPA nach Anregung bei 258nm
mit 450nJ. Die 2d-Graﬁken zeigen die unkorrigierten und korrigierten transienten Diﬀerenzspektren
sowie das Ergebnis der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten. Die durchgeführte Korrektur
durch Subtraktion des skalierten Puﬀersignals ist für die Wellenzahl der CO2-Bande (2342cm
 1) in
(d) dargestellt. In (e) und (f) werden die korrigierten Daten mit den globalen Anpassungsfunktionen
mit drei und vier Zeitkonstanten im Bereich der CO2-Absorption und der Bleichbande des Wassers
verglichen.
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Abbildung 4.14: Zerfallassoziierte Spektren von ortho-NPA nach Anregung bei 258nm mit 450nJ
für die Anpassung mit drei und vier Zeitkonstanten. Das Spektrum der Komponente 1 besitzt eine
sehr große Amplitude und wurde für diese Abbildung mit einem Faktor von 0,2 multipliziert. Auf die
Darstellung der ebenfalls angepassten Zeitnullpunkte und Kreuzkorrelationsbreiten wird verzichtet.
954 Nitrophenylacetat – photolabiles CO2
para-NPA
Anregung bei 290nm mit 750nJ Das para-Isomer wurde mit SFG bei einer Wel-
lenlänge von 290nm mit einer Pulsenergie von 750nJ nahe des Absorptionsmaximums
(285nm) angeregt. Abbildung 4.15 zeigt die 2d-Graﬁken der transienten Absorptionsän-
derungen und Transienten ausgesuchter Wellenzahlen. Während bei m-NPA und o-NPA
bereits innerhalb der Zeitauflösung des Experimentes ein signiﬁkanter Anteil von CO2
freigesetzt wird, ist dies in den 2d-Graﬁken von para-NPA nicht zu erkennen. Die Transi-
ente bei 2345cm 1 bestätigt diesen Unterschied: Unmittelbar nach dem Abklingen des
kurzlebigen breitbandigen Signals ist kein positives Signal zu erkennen und der Anstieg
innerhalb der ersten Pikosekunden ist nur sehr gering. Bei längeren Verzögerungszeiten
steigt die Absorption des CO2 stark an und übertriﬀt wegen der eﬃzienten Anregung
nahe des Absorptionsmaximums sogar den bei m-NPA erreichten Wert.
Die globale Analyse wurde wieder für die Anpassung mit drei (1 = 0;07ps, 2 = 220ps,
3 := 1) und vier (1 = 0;06ps, 2 = 30ps, 3 = 200ps, 4 := 1) Zeitkonstanten
durchgeführt. Die angepassten Zerfallsfunktionen sind in den Transienten eingezeichnet
und die zerfallassoziierten Spektren werden in 4.16 dargestellt. Mit drei Zeitkonstanten
wird bereits eine gute Modellierung der Daten erreicht, im Bereich der CO2-Bande sind
kaum Unterschiede zwischen beiden Varianten erkennbar. Sowohl die Anpassung von
drei als auch von vier Komponenten ergibt eine Zeitkonstante von 200ps, die als einzige
der Photodecarboxylierung zugeordnet werden kann. Um die Datensätze zu vergleichen
wird im Folgenden die Anpassung mit vier Zeitkonstanten diskutiert.
Bis auf die Komponente 2 stimmen die in der globalen Analyse ermittelten Werte
und zerfallassoziierten Spektren sehr gut mit denen von m-NPA überein. Der Wert
von 2 = 30ps liegt um eine Größenordnung über denen von 2  4ps für ortho-
und meta-NPA. Diese Diskrepanz blieb auch bei Variation der Startwerte der globalen
Anpassung stets erhalten, so dass eine Ungenauigkeit der Auswerteprozedur als Ursache
auszuschließen ist. Außerdem weist das zugehörige Spektrum keine negative Signatur im
Bereich von 2345cm 1 auf, die der Bildung von CO2 zugeordnet werden könnte. Folglich
ist der Reaktionspfad, der bei den übrigen Konstitutionen zu einer extrem schnellen
Freisetzung der Abgangsguppe innerhalb von Pikosekunden führt, hier nicht vorhanden.
Auch im Bereich des Bleichsignals des Wassers kann keine Zeitkonstante von  4ps
identiﬁziert werden, was auf einen langsameren Energietransfer an das Lösungsmittel als
bei ortho- und meta-NPA hindeutet.
964.3 Ergebnisse der Ultrakurzzeitexperimente



































































































































Abbildung 4.15: Globale Analyse der transienten Spektren von p-NPA nach Anregung bei 290nm
mit 750nJ. Die 2d-Graﬁken zeigen die unkorrigierten und korrigierten transienten Diﬀerenzspektren
sowie das Ergebnis der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten. Die durchgeführte Korrektur
durch Subtraktion des skalierten Puﬀersignals ist für die Wellenzahl der CO2-Bande (2345cm
 1) in
(d) dargestellt. In (e) und (f) werden die korrigierten Daten mit den globalen Anpassungsfunktionen
mit drei und vier Zeitkonstanten im Bereich der CO2-Absorption und der Bleichbande des Wassers
verglichen.
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Abbildung 4.16: Zerfallassoziierte Spektren von para-NPA nach Anregung bei 290nm mit 750nJ
für die Anpassung mit drei und vier Zeitkonstanten. Das Spektrum der Komponente 1 besitzt eine
sehr große Amplitude und wurde für diese Abbildung mit einem Faktor von 0,5 multipliziert. Auf die
Darstellung der ebenfalls angepassten Zeitnullpunkte und Kreuzkorrelationsbreiten wird verzichtet.
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Isomer Anregung Zeitkonstanten
/nm E/nJ 1/ps 2/ps 3/ps 4
ortho 258 450 0,14 4,5 200 1
meta 258 420 0,14 3,2 220 1
meta 290 750 0,04 3,7 220 1
para 290 750 0,06 30 200 1
Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Zeitkonstanten nach der Anpassung von vier Komponenten in der
globalen Analysen für die Konstitutionsisomere von NPA. Die Zeitkonstante 4 wurde auf den Wert 1
festgesetzt, Zeitnullpunkt und Kreuzkorrelationsbreite wurden ebenfalls für jeden Kanal angepasst. Die
ermittelte Kreuzkorrelationsbreite beträgt in allen Messungen etwa 0,35ps.
4.4 Diskussion
Die durchgeführten Experimente zur Photolyse von NPA erlauben erstmals den Reak-
tionsverlauf anhand der Freisetzung eines primären Reaktionsprodukts – des Kohlen-
stoﬀdioxids – direkt und mit höchster Zeitauflösung zu verfolgen. Die spektral isolierte
Absorptionsbande des CO2 bei 2345cm 1 interferiert nicht mit den Spektren der übrigen
Spezies und stellt somit eine ideale Markerbande zur systematischen Untersuchung der
komplexen Photochemie dar.
In den transienten IR-Spektren treten neben den reaktionsbedingten Absorptions-
änderungen verschiedene weitere Signale auf: Eine breitbandige positive Absorption
dominiert die erhaltenen Spektren bis etwa 100ps, sie kann induzierten Ladungsträgern
in den CaF2-Fenstern der Küvette zugeordnet werden. Durch Subtraktion des skalierten
Datensatzes einer unter identischen Bedingungen durchgeführten Messung des reinen
Puﬀers kann dieser Beitrag herausgerechnet werden.
Die korrigierten transienten Diﬀerenzspektren zeigen charakteristische Merkale in drei
verschiedenen Regionen: 1. Eine breitbandige positive Absorptionsänderung entsteht
unmittelbar mit der Anregung und zerfällt innerhalb der Kreuzkorrelationsbreite. Der
zugrundeliegende Prozess dieses Signals wird tendenziell der Absorption aus dem sehr
schnell entvölkerten S
n -Zustand zugeordnet. 2. Eine positive Absorptionszunahme in
Form eines Lorentz-Proﬁls mit einem Maximum bei 2345cm 1 und einer Halbwertsbreite
von 9cm 1 kann der Absorption des freigesetzten, in Wasser gelösten CO2 zugeord-
net werden. 3. Eine breitbandige negative Absorptionsänderung ist stets im Bereich
~  <2320cm 1 und teilweise auch bei ~  >2360cm 1 zu beobachten. Das Signal ent-
spricht dem Ausbleichen einer Kombinationsschwingungsbande des Wassers infolge der
lichtinduzierten Temperaturerhöhung während bzw. nach der Reaktion.
Die globale Analyse der korrigierten Daten ergibt, dass alle Messergebnisse durch die
Anpassung einer multiexponentiellen Zerfallsfunktion mit vier Zeitkonstanten modelliert
werden können, von denen eine festgelegt wird: 4 := 1. Die erhaltenen Werte sind
in Tabelle 4.1 zusammengefasst und die zugehörigen Prozesse werden im Folgenden
diskutiert.
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In allen Messungen wird innerhalb von 1ns nach Photoanregung ein stationärer
Zustand erreicht bei dem die gemessenen Absorptionsänderungen bis zur maximalen
Verzögerungszeit von 1,8ns konstant bleiben. Dieses Photolyse-Diﬀerenzspektrum wird
durch die Komponente 4 := 1 modelliert. Es setzt sich aus einem positiven Beitrag
durch die Absorption des freigesetzten CO2 und einem negativen Beitrag durch das
Ausbleichen der Absorptionsbande des Wassers zusammen. Daraus wird geschlossen, dass
die lichtinduzierte Abspaltung des Kohlenstoﬀdioxids unabhängig von der Konstitution
bereits nach 1ns vollständig abgeschlossen ist. Entsprechend der Quantenausbeute der
Photodecarboxylierung von   0;6 bei meta- und para-NPA dominiert hier die CO2-
Absorption, während sie bei ortho-NPA ( = 0;04) wesentlich geringer ist. Die Anregung
von meta-NPA bei 258nm und 290nm ergab keine Abhängigkeit des Produktspektrums
von der Anregungswellenlänge.
Die globale Analyse oﬀenbart weitere Details über die Photodynamik der Isomere: Die
Photodecarboxylierung von m-NPA wird durch 2 und 3 modelliert, wobei der mit 3 =
220ps verknüpfte Prozess den Hauptreaktionspfad darstellt: etwa 3/4 des freigesetzten
CO2 entsteht mit dieser Zeitkonstante. Es ist anzunehmen, dass die Decarboxylierung
hauptsächlich über den Triplettzustand abläuft [186, 194]. Folglich wird der Prozess
mit 3  200ps der Freisetzung von CO2 aus dem Triplettzustand zugeordnet. Die
Lebensdauer des T1-Zustand von Nitrobenzol wird mit 0,5ns angegeben [174, 175], was
im Bereich der hier ermittelten Zeitkonstante liegt und diese These weiter unterstützt.
Die Zeitkonstante 2  4ps entspricht den Lebensdauern des S1-Zustands anderer
nitroaromatischer Verbindungen: Zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen an polycyclischen
Nitroaromaten zeigten biexponentielle Abklingfunktionen, deren längere Zeitkonstante
von einigen Pikosekunden mit der Depopulation des S1 assoziiert wurde [177]. Ebenso wur-
de für Nitrobenzol mit transienter Absorptionsspektroskopie im UV/vis-Spektralbereich
eine Zeitkonstante von 5ps und mit der transient grating Methode eine Zeitkonstante
von 6ps gefunden, die mit der Deaktivierung des S1 durch ISC (S1 ! T2) erklärt wurden
[175, 176]. Es kann also angenommen werden, dass die Komponente 2 die Freisetzung
von CO2 aus dem S1-Zustand beschreibt.
Die kurzlebige, spektral unstrukturierte Komponente 1 entspricht der internen Kon-
version innerhalb des angeregten Singulettsystems (S
n ! S1) bzw. der Schwingungs-
energieumverteilung und Geometrieänderung innerhalb des ursprünglich angeregten
S
1-Zustands. Vergleichbare Werte von 100fs wurden in den Fluoreszenzmessungen an
Nitroaromaten sowie in den transient grating Messungen an Nitrobenzol entdeckt und
der Schwingungsenergierelaxation im S1 zugeordnet (S
1 ! S1)[174, 175, 177]. Die
Abhängigkeit der ermittelten Zerfallszeiten von den Anregungswellenlängen ist ein Hin-
weis auf unterschiedliche Relaxationspfade bzw. die nach Anregung bei 258nm höhere
Überschussenergie.
Die bei meta-NPA beobachtete Freisetzung von CO2 innerhalb der Zeitauflösung des
Experiments deutet auf die Existenz eines direkten Zerfallskanals hin. Es könnte sich
um einen dissoziativen Zustand handeln, der entweder partiell direkt angeregt wird
oder der den angeregten Zustand kreuzt und deshalb bei der Relaxation innerhalb des
Singulettsystems teilweise populiert wird. Erste quantenchemische Rechnungen in der
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Arbeitsgruppe von Prof. Dreuw legen ein solches Szenario nahe [195]: Es wurde zum
einen festgestellt, dass der S0 ! S1-Übergang nur eine sehr geringe Oszillatorstärke
besitzt und die Anregung daher in höhere Zustände Sn erfolgt. Zum anderen wurde eine
Vielzahl konischer Durchschneidungen mit kreuzenden Zuständen gefunden, die eine sehr
schnelle interne Konversion in den S1 vermuten lassen. Von dort aus kommt es über ISC
zu einer schnellen Population des T2-Zustands. Schließlich wurden Zustandsﬂächen mit
repulsiven Potential entlang der C–C-Bindung identiﬁziert, die eine direkte Dissoziation
auch aus dem angeregten Zustand heraus erlauben.
In dieser Interpretation lassen sich auch die Lösungsmittelsignale einordnen: Der
Übergang in den Grundzustand durch interne Konversion aus dem S1 oder durch ISC
aus dem T1 ist stets mit einer Energieübertragung an das Lösungsmittel verbunden.
Deshalb sind die Zeitkonstanten für den Zerfall dieser Zustände auch im Bereich des
breiten Bleichsignals der Absorptionsbande des Wassers zu ﬁnden – unabhängig von den
genauen Reaktionspfaden und ihrer jeweiligen Decarboxylierungsquantenausbeute.
Interessanterweise zeigen die Spektren keine Hinweise auf Kühlprozesse des abgespal-
tenen CO2, wie sie z.B. nach der Photolyse organischer Peroxide in Dichlormethan,
Tetrachlorkohlenstoﬀ oder Xenon beobachtet wurden [196]. Möglicherweise ist die Schwin-
gungsenergieumverteilung im polaren Lösungsmittel Wasser wesentlich eﬃzienter, so dass
die Verbreiterung der Banden zeitlich nicht aufgelöst wird. Oder negative Signale im Spekt-
ralbereich ~  >2360cm 1 überlagern die Produktbanden der hoch-schwingungsangeregten
Moleküle in den ersten Pikosekunden.
Insgesamt lässt sich für meta-NPA folgendes Reaktionsmodell aufstellen: Unmittelbar
nach der Anregung in den Sn folgt eine sehr schnelle interne Konversion in den S1,
wobei durch einen kreuzenden reaktiven Zustand bereits innerhalb der Zeitauflösung des
Experiments ein kleiner Teil von etwa 10% des CO2 freigesetzt wird. Der S1 wird durch
zwei unterschiedliche Reaktionen entvölkert: ein großer Teil geht durch Interkombination
in den Triplettzustand über, der Rest über interne Konversion in den Grundzustand. In
den transienten Spektren zeigt die Komponente 1  3;5ps den S1 -Zerfall, da dieser mit
einer weiteren Freisetzung von CO2 und der Aufheizung des Wassers verbunden ist. Aus
den vorliegenden Daten kann nicht entschieden werden, ob die Abspaltung von CO2 im
angeregten Zustand stattﬁndet, über einen kreuzenden Zustand abläuft oder erst nach der
Konversion in den Grundzustand erfolgt. Es kann auch keine Aussage gemacht werden,
ob die ISC direkt in den T1 führt oder ob zunächst ein höher angeregten Triplettzustand
wie der T2 populiert wird, der durch interne Konversion schnell relaxiert – wie aus
den theoretischen Arbeiten geschlossen wird [195]. Der Hauptdeaktivierungskanal des
Triplettzustands ist die Decarboxylierung mit 3 = 220ps, wobei etwa 75% der gesamten
CO2 -Absorption bei langen Verzögerungszeiten auf diesen Reaktionpfad zurückzuführen
sind.
Für ortho-NPA werden im Rahmen des Signal-zu-Rausch-Verhältnis dieselben Zeitkon-
stanten wie für m-NPA ermittelt, daher ist die Interpretation hier analog. Der wesentliche
Unterschied zwischen beiden Konstitutionen liegt im zerfallassoziierten Spektrum zu
3: Bei o-NPA weist es nur einen unwesentlichen negativen Beitrag im Bereich der
CO2-Bande auf, entsprechend der geringen Quantenausbeute der Decarboxylierung. Die
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zerfallassoziierten Spektren zu 2 und 3 zeigen, dass beide Zeitkonstanten im Bereich der
ausgebleichten Lösungsmittelbanden nachweisbar sind. Es kann also auch bei ortho-NPA
von einer Besetzung des Triplettzustands ausgegangen werden, der mit einer Zeitkonstan-
ten von 3 = 200ps zerfällt. Obwohl sich dieselben Reaktionsraten für die Freisetzung
von CO2 ergeben, wird oﬀensichtlich der Hauptreaktionskanal der Decarboxylierung bei
o-NPA eﬀektiv gequencht. Die molekulare Struktur legt einen ultraschnellen intramole-
kularen Protonentransfer auf die Nitrogruppe nahe, wie er als Reaktionsmechanismus
für caged compounds auf Basis von ortho-Nitrobenzylverbindungen oder auch die Pho-
totautomerie von ortho-Nitrotoluol etabliert ist [179, 182, 197]. Die globale Analyse
liefert für m-NPA und o-NPA nahezu identische Zeitkonstanten, was auf vergleichbare
Lebensdauern der beteiligten Zustände schließen lässt. Das ist überraschend angesichts
der stark variierten Reaktionsmechanismen der beiden Konstitutionen. Gleichwohl ließe
sich dieser Befund mit der Annahme erklären, dass sowohl die Decarboxylierung als
auch der Protonentransfer erst mit der Interkombination T1 ! S0 in den Grundzustand
erfolgen. In Anbetracht der kleinen Amplituden und der notwendigen Korrektur durch
Subtraktion des CaF2-Signals kann eine solche These hier jedoch nicht veriﬁziert werden.
Bei para-NPA erfolgt die Abspaltung des CO2 allein durch den Prozess zu 3 = 200ps,
ein entsprechender Beitrag der übrigen Zeitkonstanten kann ebenso ausgeschlossen wer-
den wie die direkte Dissoziation innerhalb der Kreuzkorrelationszeit. Außerdem ist die
Zeitkonstante 2 = 30ps bei p-NPA um eine Größenordnung länger als bei den übrigen
Isomeren (2  4ps) und ihr zerfallassoziiertes Spektrum zeigt keine Anhaltspunkte für
die Abspaltung von CO2. Die bei meta- und ortho-NPA unmittelbar nach der Photoan-
regung auftretende signiﬁkante Absorptionszunahme durch das Kohlenstoﬀdioxid ist hier
nicht zu beobachten. para-NPA besitzt zwar dieselbe Photodecarboxylierungsquanten-
ausbeute wie meta, aber die Reaktion verläuft monoexponentiell: Es existieren folglich
keine Reaktionspfade die zu einer schnellen Dissoziation innerhalb von Pikosekunden
führen. Die quantenchemischen Rechnungen weisen auf die direkte Anregung des S1-
Zustands von para-NPA hin, damit wären die interne Konversion Sn ! S1 und damit
verbundene Übergänge in kreuzende dissoziative Zustände auszuschließen und es gibt
einen quantitativen Populationstransfer in das Triplettsystem. Der T1-Zustand zerfällt
dann mit derselben Zeitkonstante und Quantenausbeute wie bei meta-NPA.
Gegenüber Messungen im sichtbaren Spektralbereich ist die eindeutige Zuordnung der
Signale zum Reaktionsprodukt CO2 im MIR möglich, so dass die Zeitkonstanten der
Decarboxylierung und die relative Ausbeute der verschiedenen Reaktionskanäle direkt
bestimmt und miteinander verglichen werden können. Die erhaltenen Daten lassen sich
mit dem etablierten Reaktionsmodell verstehen: Es ist bekannt, dass der Triplettzustand
bei Nitrogruppen in meta- oder para-Position einen starken elektronenziehenden Einﬂuss
hat und so die photochemischen Eigenschaften bestimmt [179, 194], während im ortho-
Isomer weitere Deaktivierungskanäle zur Verfügung stehen [197]. Aufgrund der sehr
ähnlichen Kinetik von meta- und para-NPA kann ein Einﬂuss der Resonanzstabilisierung
durch das aci-Nitrobenzylanion auf die Decarboxylierungsreaktion ausgeschlossen werden.
Die Frage nach einer geeigneten Substanz zur Photoaktivierung von CO2 kann nun
beantwortet werden. In allen Isomeren ist die Freisetzung des CO2 innerhalb einer
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Nanosekunde abgeschlossen. Allerdings kann ortho-NPA wegen der zu geringen Quan-
tenausbeute und para-NPA wegen der langsam ablaufenden Folgereaktionen, wie der
Umwandlung der Nitrobenzylanionen zum stabilen 4,4’-Dinitrobibenzyl, nicht verwendet
werden. Die Reprotonierung des meta-Nitrobenzylanions zum stabilen Nitrotoluol sollte
auch in schwach basischer wässriger Lösung relativ schnell erfolgen, solange der pH-Wert
unterhalb des pKS-Wertes von meta-Nitrotoluol liegt. Für die geplanten Anwendungen ist
daher nicht mit störenden langlebigen Intermediaten zu rechnen. Somit bleibt meta-NPA
als idealer Kandidat. Und der Beweis der Anwendbarkeit wurde inzwischen ebenfalls
erbracht: Im Rahmen der Doktorarbeit von Gabriela Schäfer [187] wurde erfolgreich die
Aktivierung des Enzyms RuBisCO2 nach Freisetzung von CO2 aus m-NPA zeitaufgelöst
beobachtet. Somit wurde gezeigt, dass m-NPA zur schnellen Aktivierung von Kohlen-
stoﬀdioxid durch Photodecarboxylierung geeignet ist und als neuartiger caged compound
eingesetzt werden kann.
4.5 Ausblick
Mit den erfolgreich durchgeführten Messungen wurde der Weg für die systematische
Untersuchung der Photodynamik dieser wichtigen Verbindungsklasse aufgezeigt. Un-
terschiede in Zeitkonstanten und Ausbeuten der Freisetzung des CO2 wurden erstmals
direkt und mit höchster Zeitauflösung untersucht.
Ein wesentlicher Unsicherheitsfaktor bei der Auswertung und Interpretation der erhal-
tenen Spektren stellt die Absorption des Abtastlichtes durch die in den Küvettenfenstern
nach Zweiphotonenabsorption induzierten Ladungsträger dar. Bei Verwendung eines
freien Flüssigkeitsstrahls kann auf die Küvettenfenster verzichtet werden, was diesen
Eﬀekt vollkommen eliminiert. Um einen derartigen Probenstrahl mit der notwendigen
geringen Schichtdicke und hohen Stabilität zu erzeugen gibt es zwei erprobte Verfahren:
1. Die Probenlösung wird unter Druck durch eine entsprechend geformte Düse gepresst.
Diese sogenannten Jets sind kommerziell erhältlich und werden z.B. in Farbstoﬀlasern
eingesetzt. 2. Die Flüssigkeit läuft aus einem Reservoir aufgrund der Schwerkraft nach
unten und wird dabei von zwei dünnen Drähten geführt. Durch die Oberﬂächenspannung
entsteht zwischen den Drähten ein dünner und sehr stabiler Probenﬁlm [198]. Auf diese
Weise würde auch die Subtraktion des skalierten Hintergrundsignals entfallen, was die
Qualität der Daten deutlich verbessert, da die Korrektur in Anbetracht der zum Teil sehr
kleinen Signale nicht unproblematisch ist: 1. Das Rauschen der Hintergrundmessung
verschlechtert das Signal-zu-Rausch-Verhältnis. 2. Aufgrund von Langzeitschwankun-
gen im Anreg- oder Abtastzweig ist die Messung unter identischen Bedingungen für
das Hintergrundspektrum schwierig und muss ggf. wiederholt werden. 3. Insgesamt
sollte sich die erforderliche Messzeit bei gleichem Signal-zu-Rausch-Verhältnis deutlich
verkürzen. Das gestattet wiederum alle Isomere unter denselben Bedingungen zu messen
und die Ergebnisse direkt zu vergleichen, da ein Nachjustieren der Anlage in diesen
Zeiträumen im Allgemeinen nicht notwendig ist.
2RuBisCO: Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
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Neben technischen Verbesserungen und der Erweiterung des untersuchten Spektral-
bereichs auf die Absorptionsbanden der Reaktionsedukte ergeben sich vor allem bei
der Probenpräparation zahlreiche Ansätze für eine systematische Untersuchung der
Reaktionsmechanismen: Änderung des pH-Werts und/oder des Lösungsmittels, Messung
unter Ausschluss von Sauerstoﬀ oder unter Zugabe chemischer Triplettquencher oder
-sensibilisatoren. Zusammen mit den derzeit durchgeführten Messungen der transienten
Absorption im sichtbaren Spektralbereich und den quantenchemischen Rechnungen in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dreuw sollten sich tiefe Einblicke in die photophysikalischen
und photochemischen Eigenschaften dieser Verbindungen gewinnen lassen.
Weitere Möglichkeiten bieten Experimente an vergleichbaren Molekülen: In der Photoly-
se der häuﬁg eingesetzten -Carboxy-2-Nitrobenzylschutzfunktionen stellt die Decarboxy-
lierung einen Konkurrenzprozess zur Abspaltung der gewünschten Abgangsgruppe dar
[197]. Auch diese Reaktionen können systematisch untersucht werden um Anhaltspunkte
für die weitere Entwicklung optimierter caged compounds zu erhalten.
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Vor etwa 10 Jahren wurde mit Proteorhodopsin das erste bakterielle Rhodopsin in unkul-
tivierten marinen 
-Proteobakterien gefunden [199, 200]. Vergleichbare Retinalproteine
sind auch für Archäen (Bakteriorhodopsin: BR, Halorhodopsin: HR, SensorrhodopsinI:
SRI und SensorrhodopsinII: SRII) [201–206]) und Eukaryoten (Channelrhodopsin-1 und
-2 [207, 208]) bekannt. Allen gemeinsam ist die Tertiärstruktur aus sieben Transmem-
branhelices sowie die kovalente Bindung des Retinalchromophors über eine Schiﬀbase
an ein Lysin. Von PR sind bisher über 4000 Varianten aus unterschiedlichen marinen
Lebensräumen entdeckt worden [209–212]. Diese können anhand ihres Absorptionsmaxi-
mums im sichtbaren Spektralbereich im Wesentlichen in zwei Klassen eingeteilt werden:
die grün (GPR: max  525nm) und die blau absorbierenden (BPR: max  490nm)
Proteorhodopsine [213, 214]. In dieser Arbeit wird ausschließlich die grün absorbierende
Form aus dem marinen 
-Proteobakterium SAR86 untersucht, so wie in den meisten
Veröﬀentlichungen. Diese wird im Folgenden mit PR abgekürzt.
Die Struktur von PR konnte bisher nicht mit atomarer Auflösung aufgeklärt werden,
jedoch deuten theoretische Modellierungen darauf hin, dass GPR eine gute Übereinstim-
mung mit der archealen Protonenpumpe BR besitzt, während sich die blau absorbierende
Form besser mit der Struktur von SensorrhodopsinII beschreiben lässt [217].
Die photochemische bzw. spektroskopische Charakterisierung von Proteorhodopsin
ergibt weitere Hinweise auf die Ähnlichkeit von GPR und BR [200, 213–215, 218–220]:
Die Absorption eines Photons durch das Retinalchromophor führt zu einer all-trans
nach 13-cis-Isomerisierung des Retinals, dem sogenannten K-Intermediat, dem weitere,
thermisch getriebene Reaktionsschritte folgen. Im basischen pH-Bereich wird dabei
eine auswärts gerichteter Protonentransport [215, 219, 221] sowie das Auftreten von
fünf charakteristischen, spektral unterscheidbaren Reaktionsintermediaten gefunden
[200, 222, 223], die analog zu BR mit K, L, M, N und O bezeichnet werden. Diese
Abfolge bezeichnet man als Photozyklus, an dessen Ende wieder das regenerierte Protein
mit dem all-trans-Retinal vorliegt. Der Transportmechanismus ist für BR und HR
bereits eingehend untersucht und weitgehend aufgeklärt worden [224–228]. Da PR und
BR eine hohe Sequenzhomologie innerhalb der Retinalbindetasche und unter den am
Protonentransport beteiligten Aminosäuren aufweisen wird angenommen, dass BR als
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Abbildung 5.1: Die gezeigte Struktur von PR basiert auf einem Homologiemodell bei dem die Ami-
nosäuresequenz an eine gelöste Kristallstruktur von BR angepasst wurde [215]. Links ist die gesamte
Sekundärstruktur als Cartoon dargestellt, in die die Aminosäure Lys231 und das über die Schiﬀsche Base
kovalent daran gebundene Retinal als Stäbchenmodell eingefügt sind. Rechts sind zusätzlich folgende
wichtige Residuen gezeigt: Glu108 (primärer Protonendonor), Asp97 (primärer Protonenakzeptor) und
Asp227. Die Strukturdaten des BR wurden der Proteindatenbank entnommen [216]: www.pdb.org, PDB
ID: 1C3W
Modellsystem für PR im basischen Bereich dienen kann [213, 215, 217, 229, 230]. Die
konservierten Residuen sind: die kovalente Bindung des Retinals über eine Schiﬀsche
Base an Lys231 (BR: Lys216), der primäre Protonendonor Glu108 (BR: Asp96), der
primäre Protonenakzeptor Asp97 (BR: Asp85) und der Protonenakzeptorkomplex Arg94,
Asp227 (BR: Arg82, Asp212). Abbildung 5.1 zeigt eine Struktur des Proteins mit dem
Retinal und einigen wichtigen Aminosäuren, die auf einer Modellrechnung auf Basis einer
gelösten Kristallstruktur von BR beruht [215, 216].
Ein signiﬁkanter Unterschied zwischen PR und BR ist jedoch der pKS-Wert des
primären Protonenakzeptors. Bei PR liegt dieser im Bereich von 6;9  pKS(Asp97) 
8;5 [215, 222, 231, 232] und ist damit deutlich höher als bei BR: pKS(Asp85)  2
[227, 228]. Als Ursache wird eine stabilisierende Wasserstoﬀbrückenbindung zwischen
dem in Proteorhodopsin hochkonservierten His75 und Asp97 vermutet, die in BR nicht







Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der lichtinduzierten all-trans →13-cis-Isomerisierung des
Retinals. Im PR ist das Retinal über eine protonierte Schiﬀsche Base kovalent an Lys231 gebunden.
Der ungewöhnlich hohe pKS-Wert von Asp97 ermöglichte die Untersuchung der Pro-
teinaktivität bei protoniertem primären Protonenakzeptor, was eine Umkehr der Pum-
prichtung – also einen nach innen gerichteten Protonentransport – ergab [215]. Diese
bemerkenswerte variable Vektorialität ist mittlerweise veriﬁziert worden [221], war aber
lange Zeit Gegenstand der Diskussion, da sie mit Photostrommessungen an orientieren
Membranen nicht nachgewiesen wurde [219].
Auch im Photozyklus gab es bei pH<pKS(Asp97) deutliche Abweichungen zu alkali-
schen Lösungen und somit zu BR. Das charakteristische M-Intermediat des Photozyklus
trat in spektroskopischen Untersuchungen des Reaktionsverlaufes bei Raumtempera-
tur nicht auf [215, 235, 236]. Der M-Zustand stellt einen essentiellen Schritt für das
vorgeschlagene Transportmodell dar, den sogenannten Switch-Prozess, bei dem sich
die Zugänglichkeit des Transportkanals umkehrt [215]. Inzwischen konnte jedoch auch
im sauren pH-Bereich bei niedrigen Temperaturen ein vollständiger Photozyklus im
sichtbaren Spektralbereich nachgewiesen werden [221]. Dafür wurde ausgenutzt, dass bei
niedrigen Temperaturen der Übergang zwischen den Zuständen kinetisch gehemmt ist, so
dass das M-Intermediat in der Probenzelle akkumuliert werden konnte. Die Gesamtdauer
des Photozyklus wird nicht messbar durch den pH-Wert beeinﬂusst, sie liegt im Sauren
wie im Alkalischen bei unter 50ms.
Der bidirektionale Protonentransport im Bereich des physiologischen pH-Wertes des
Meerwassers erschwert die Klärung der Funktion von Proteorhodopsin. Neben der Funk-
tion als lichtgetriebene Protonenpumpe analog zu BR erscheint auch die Annahme
regulatorischer bzw. sensorischer Funktionen gerechtfertigt [214].
Erste spektroskopische Untersuchungen der trans ! cis-Isomerisierung sowohl von
rekonstuierten als auch von solubilisierten PR-Proben in H2O zeigten eine biexponentielle
Deaktivierung des angeregten Zustands und eine ausgeprägte Abhängigkeit des Reaktions-
verlaufes vom pH-Wert [237, 238]. Diese Abhängigkeiten sind nicht auf eine Heterogenität
der Retinalkonﬁguration zurückzuführen: Zwar zeigten Retinalextraktionsstudien an dun-
kel adaptierten PR einen Anteil von 80% all-trans- und 20% 13-cis-Retinal [215], aber
neuere Untersuchungen mittels FTIR-Spektroskopie und Festkörper-NMR belegen, dass
das Retinal im dunkel adaptierten PR praktisch vollständig in all-trans-Konﬁguration
vorliegt [239, 240].
In Übereinstimmung mit den für BR etablierten Reaktionsmodellen [241] wurde ein
Reaktionsmodell vorgeschlagen, das diese Beobachtung durch eine Aufspaltung des Reak-
tionspfades im elektronisch angeregten Zustand erklärt [238]: Nach der Photoanregung
1075 Proteorhodopsin
in die Franck-Condon-Region des S1-Zustands kommt es zur ultraschnellen Relaxation
innerhalb von ca. 150fs. Diese verläuft zunächst entlang der C=C-Streckschwingung der
konjugierten Kohlenstoﬀkette, gefolgt von einer Torsion um die C13–C14-Bindung. Nun
kann ein Teil der Moleküle direkt durch eine konische Durchschneidung in den Grund-
zustand übergehen, was dem sehr schnellen Deaktivierungspfad mit Zeitkonstanten im
Pikosekundenbereich entspricht. Die übrigen Moleküle erreichen ein ﬂaches Minimum auf
der S1-Zustandsﬂäche und können den konischen Schnitt nur indirekt über eine Barriere
erreichen, was sich in dem zweiten, langsameren Deaktivierungspfad mit Zeitkonstanten
von ca. 10ps widerspiegelt. Die pH-Abhängkeit der Kinetik wurde durch die elektro-
statische Wechselwirkung mit der bei pH>pKS(Asp97) deprotonierten, also negativ
geladenen Seitenkette von Asp97 erklärt, die sich in unmittelbarer Nähe des Retinals
beﬁndet. Dieser Einﬂuss auf die S1-Zustandsﬂäche führt zu veränderten Energiebarrieren
und damit Verzweigungsverhältnissen zwischem schnellem und langsamen Kanal.
In dieser Arbeit wird die Primärreaktion von solubilisiertem PR sowie der Mutante PR-
D97N1 in D2O mittels Kurzzeitspektroskopie im mittleren infraroten sowie im sichtbaren
Spektralbereich untersucht. Durch Variation des pH-Wertes bzw. die Mutation PR-D97N
kann die Isomerisierung unter verschiedenen elektrostatischen und sterischen Bedingungen
der Retinalumgebung verfolgt werden. Bei PR-D97N ist der primäre Protonenakzeptor
Aspartat durch ein Asparagin ersetzt , so dass statt der Säurefunktion der Seitenkette
ein Säureamid vorliegt (vgl. Abb. 5.13, S. 128). Insbesondere sollten diese Variationen
auch das innerhalb des Proteins vorhandene Wasserstoﬀbrückenbindungsnetzwerk auf
unterschiedliche Weise beinﬂussen. Die hohe Struktursensitivität im MIR soll dann
die Frage nach den unmittelbar nach Anregung ablaufenden Konﬁgurationsänderungen
des Retinals beantworten und so weitere Einblicke in die pH-Abhängigkeit der Isome-
risierungsreaktion erlauben. Die gleichzeitige Untersuchung der Probe im Sichtbaren
in derselben D2O-Puﬀerlösung ermöglicht den direkten Vergleich der in beiden Spek-
tralbereichen erhaltenen kinetischen Daten, also die Zuordnung der Infrarotsignale zum
elektronisch angeregten oder Grundzustand. Darüberhinaus lassen sich aus dem Vergleich
der Kurzzeitmessungen im sichtbaren Spektralbereich für die Lösungsmittel H2O und
D2O weitere Aussagen ableiten – beispielsweise über den kinetischen Isotopeneﬀekt der
Primärreaktion. Insgesamt ergeben sich neue Erkenntnisse über die elektrostatische sowie
sterische Kontrolle des Isomerisierungsmechanismus durch die Umgebung des Retinals.
5.2 Untersuchung der pH-Abhängigkeit der Primärreaktion
von PR
In diesem Abschnitt werden zunächst die Probenpräparation und -charakterisierung
vorgestellt. Anschließend werden die Ergebnisse der Kurzzeitmessungen und deren globale
Analyse getrennt für den MIR und vis-Spektralbereich beschrieben. Die Diskussion erfolgt
dann unter Einbeziehung aller vorliegenden Daten.
1D97N: PR-Mutante, bei der das Aspartat (Einbuchstabencode: D) an Position 97 durch ein Asparagin
(Einbuchstabencode: N) ersetzt wurde
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Abbildung 5.3: Absorptionsspektren von PR in D2O und H2O bei verschiedenen pH- bzw. pD-Werten,
das Spektrum der NOPA-Anregungspulse ist in grau hinterlegt. Die Spektren wurden auf das Absorpti-
onsmaximum des Retinals bei ca. 530nm normiert und es wurde keine Streulichtkorrektur durchgeführt.
Unterschiede im Bereich unterhalb von 400nm sind auf die Probenpräparation zurückzuführen.
5.2.1 Probenpräparation
Sämtliche PR-Proben wurden in der Arbeitsgruppe Prof. C. Glaubitz von Ingrid Weber
in Escherichia Coli expremiert und anschließend aufgereinigt wie in [242] beschrieben.
Weitere Details ﬁnden sich auch in [243]. Vor den Messungen wurden die Proben in eine
D2O-Puﬀerlösung (500mM NaCl, 0,1% DDM2, 20mM TRIS3, pD=9,2 bzw. pD=6,4)
überführt. Es ist zu beachten, dass das Ionenprodukt von D2O größer ist als in H2O.
Dementsprechend gilt für eine neutrale D2O-Lösung: pD  7;4 und für den Vergleich
zwischen den Lösungsmitteln: pD = pH+0;4. Der Austausch des Lösungsmittels und das
Aufkonzentrieren der solubilisierten Probe erfolgte durch Zentrifugation in Centriprep
Zentrifugalﬁltern mit einer Durchlässigkeit bis zu einem Molekulargewicht von 10kD
(Millipore, Schwalbach).
5.2.2 pH-Abhängigkeit des UV/vis-Absorptionsspektrums
Das Absorptionsspektrum von PR (Abb. 5.3) zeigt in D2O eine pH-abhängige Verschie-
bung der Absorptionsbande des Retinals: das Absorptionsmaximum liegt bei deprotonier-
tem Asp97 (pD=9,2) bei  = 521nm und bei protoniertem (pD=6,4) bei  = 537nm.
Die Bandenpositionen reﬂektieren den jeweiligen Protonierungszustand des primären
Protonenakzeptors Asp97, sie stimmen gut mit den in H2O gemessenen Maxima überein
[237, 238]. Oﬀensichtlich hat der H/D-Austausch keinen signiﬁkanten Einﬂuss auf das
Absorptionsspektrum im sichtbaren Spektralbereich.
Der pKS-Wert kann spektroskopisch aus einer pH-Titration bestimmt werden. Bei
der Auftragung der Wellenlänge des Absorptionsmaximums gegen den pH-Wert gilt




von pKS =6,9 [232] bis pKS(Asp97)=7,3 [244] ermittelt. Die korrekte Einstellung des
Puﬀers wurde durch die Aufnahme von UV/vis-Absorptionsspektren vor jeder Messung
kontrolliert.
5.2.3 Transiente Absorptionsspektroskopie im MIR-Bereich
Messbedingungen
Sämtliche Untersuchungen wurden mit der Rotationsküvette mit einer Schichtdicke von
50m durchgeführt. Deren Rotations- und Translationsbewegung ist für der Proben-
austausch ausreichend: Die Dauer des PR-Photozyklus beträgt 40ms [215], somit kann
von einer vollständigen Regeneration der angeregten Probe vor einer erneuten Anregung
desselben Volumens ausgegangen werden. Die Anregung der Proben erfolgte mit dem
NOPA bei 525nm (vgl. Abb. 5.3), die Absorption der eingesetzten Proben bei dieser
Wellenlänge lag zwischen 0,2 und 0,3.
Im Bereich bis 1ps wurde eine äquidistante Schrittweite benutzt (t=0,1ps) und
im Zeitbereich von 1ps bis 1,8ns wurden 70 Positionen mit exponentiell wachsendem
Abstand angefahren. Die transienten Spektren wurden für Lösungen mit pD=9,2 und
pD=6,4 mit paralleler Polarisation von Anregung und Abtastung im referenzierten
Modus aufgenommen.
Es wurden sowohl in den Wellenzahlbereichen von 1680cm 1 – 1590cm 1 als auch
von 1580cm 1 – 1500cm 1 jeweils beide Proben direkt nacheinander unter denselben
Bedingungen gemessen, also ohne zwischenzeitliche Änderung des Strahlengangs oder
Nachjustieren des optischen Aufbaus. Auf diese Weise wird der direkte Vergleich der
Reaktionen bei verschiedenen pD-Werten ermöglicht. Zwischen 1580cm 1 und 1500cm 1
treten relativ große Diﬀerenzsignale auf, für diese Messungen wurden Anregungspulse
mit 100nJ Pulsenergie verwendet. Die Signale zwischen 1680cm 1 und 1590cm 1 sind
wesentlich geringer, deshalb wurde bei diesen Messungen die Pulsenergie der Anregung
auf 400nJ erhöht, um ein vergleichbares Signal-zu-Rausch-Verhältnis zu erreichen.
In beiden Messbereichen wurde zuvor der Zeitnullpunkt durch eine unabhängige
Messung eines ZnSe-Substrates festgelegt wie in Abschnitt 3.4 auf S. 68 beschrieben.
Durch die Aufnahme von Absorptionsspektren vor und nach den Kurzzeitexperimenten
wurde sichergestellt, dass in deren Verlauf keine signiﬁkante Degeneration der Probe
auftrat.
Ergebnisse der Messungen
Abbildung 5.4 zeigt eine Übersicht der transienten Absorptionsänderungen für pD= 6,4
und pD=9,2 bestehend aus den beiden Messbereichen. Die Zeitachse ist linear bis 1ps
und logarithmisch für größere Werte, positive Signale werden in rot und negative in blau
dargestellt. Die 2d-Darstellungen zeigen nur geringe pD-abhängige Unterschiede, was
ebenfalls in den transienten Spektren veriﬁziert werden kann (Abb. 5.5).
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(a) pD=6,4: gesamter Zeitbereich (b) pD=6,4: Daten ab 0,3ps (c) pD=6,4: globale Analyse
(d) pD=9,2: gesamter Zeitbereich (e) pD=9,2: Daten ab 0.3ps (f) pD=9,2: globale Analyse
Abbildung 5.4: Transiente Absorptionsänderung von Proteorhodopsin bei pD=6,4 und pD=9,2 nach
Anregung bei 525nm bestehend aus jeweils zwei Einzelmessungen. Die Zeitachse ist linear bis 1ps und
logarithmisch für längere Verzögerungszeiten. In (a) und (d) ist die PFID-Signatur vor dem Zeitnullpunkt
sowie die um den Zeitnullpunkt dominierende Kreuzphasenmodulation deutlich zu erkennen. In Abb.
(b) und (e) wird nur der Zeitbereich ab 0,3ps dargestellt, was zu einer besseren Farbskala führt. Die
globale Anpassung mit vier Komponenten wird in (c) und (f) gezeigt.
Auftretende Eﬀekte Bei negativen Verzögerungszeiten ist die charakteristische Sig-
natur des gestörten freien Induktionszerfalls (vgl. Abschnitt 3.3.1, S. 62) zu erkennen.
Die Diﬀerenzsignale bei positiven Verzögerungszeiten entstehen durch die lichtinduziert
ablaufende Reaktion. Am Zeitnullpunkt sind beide Eﬀekte innerhalb der Kreuzkorrelati-
onsbreite zusätzlich durch die Kreuzphasenmodulation überlagert (vgl. Abschnitt 3.3.4,
S. 66). Die Größe der XPM konnte durch eine Messung des Puﬀers unter identischen
Bedingungen abgeschätzt werden (siehe Abb. 3.18, S. 67). Außerdem wurde durch eine
Anpassung des XPM-Signals mit geeigneten Modellfunktionen die Wellenzahlabhängig-
keit des Zeitnullpunktes überprüft [147–150]. Die Dispersion innerhalb der einzelnen
Messbereiche lag danach insgesamt unterhalb der verwendeten Schrittweite von 0,1ps. Die
weitere Analyse ergab, dass eine Korrektur der transienten Spektren durch Subtraktion
der Signale des Puﬀers keine befriedigenden Ergebnisse lieferte.
Diese Störbeiträge sind bei Verzögerungszeiten von t > 0;3ps zu vernachlässigen, in
diesem Zeitbereich sind die Diﬀerenzsignale allein durch die induzierte Probendynamik
bedingt. Entsprechend wurde die quantitative Auswertung der Daten nur im Zeitbereich
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Abbildung 5.5: Vergleich der transienten Spektren im MIR von PR bei pD=6,4 und pD=9,2 bei
ausgewählten Verzögerungszeiten. Die Spektren wurden nicht normiert: Unterschiede in den Amplitu-
den der einzelnen Messbereiche lassen sich im Wesentlichen auf die Proteinkonzentrationen bzw. die
Absorptionen bei der Anregungswellenlänge zurückführen.
von t > 0;3ps durchgeführt. Dieser eingeschränkte Bereich sowie das Ergebnis der
optimalen globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten werden ebenfalls in Abbildung
5.4 dargestellt.
Probendynamik In den 2d-Graﬁken in Abbildung 5.4 ist kein signiﬁkanter Unter-
schied des spektralen Verlaufs und der Zeitabhängigkeit zwischen den bei verschiedenen
pD-Werten gemessenen Proben feststellbar, ebenso wie in den transienten Spektren
ausgewählter Verzögerungszeiten in Abb. 5.5. Die Unterschiede in den Amplituden der
einzelnen Messreihen Bereich von 1580cm 1 bis 1500cm 1 sind dabei auf unterschiedliche
Probenkonzentrationen in diesen Messungen zurückzuführen.
Unmittelbar nach der Photoanregung ist ein strukturiertes Diﬀerenzspektrum zu
erkennen. Die größten Signale liegen bei 1540cm 1 ( ), 1510cm 1 (+) und 1630cm 1 ( )
und wesentlich kleinere bei 1656cm 1 (+), 1605cm 1 (+) und 1572cm 1 (+). Innerhalb
von ca. 100 ps ist allgemein ein Rückgang dieser Signale zu verzeichnen, wobei sich zum
Teil auch Form und Lage der Banden verändern. Danach wird ein metastabiler Zustand
erreicht und die transienten Diﬀerenzspektren bleiben bis zur maximalen Verzögerungszeit
von 1,8ns praktisch konstant, wie sich gut in den ausgewählten Transienten (Abb.
5.6) nachvollziehen lässt. Dieses konstante Signal bei langen Verzögerungszeiten stellt
die Diﬀerenz aus den nach der 13-cis-Isomerisierung des Retinals neu entstandenen
Schwingungsbanden und den ausgebleichten Banden des depopulierten all-trans-Retinals
dar. Es repräsentiert also das Diﬀerenzspektrum des ersten Grundzustandsintermediats
des Photozyklus (PRK) und des PR-Grundzustands: das PRK PR-Diﬀerenzspektrum.
Die dominierende Bleichbande bei 1540cm 1 zeigt bei negativen Zeiten deutlich die
PFID-Signatur, die charakteristisch für die Schwingungsmoden des durch die elektro-
nische Anregung gestörten chomophoren Systems ist (vgl. Abschnitt 3.3.1, S. 62). Auf












































































































































































































Abbildung 5.6: Transienten ausgewählter Wellenzahlen von PR bei beiden pD-Werten. Rohdaten sind
als Kreise und die Kurven der globalen Anpassung als Linien dargestellt.
der Basis publizierter FTIR-Studien [215, 245, 246] kann sie der C=C-Streckschwin-
gung der konjugierten Kohlenstoﬀkette des Retinals zugeordnet werden. Für diese ist in
verschiedenen Retinalproteinen ein linearer Zusammenhang zwischen ihrer Wellenzahl
(~ C=C) und dem Absorptionsmaximum des Retinals im Sichtbaren (vis) beschrieben
worden [247, 248]: @vis=@~ C=C   4nm=cm 1. Die hier auftretende pD-abhängige
Verschiebung des Minimums der Diﬀerenzbande um einen Detektorkanal ( 3cm 1)
stimmt danach gut mit der Verschiebung der Absorptionsbande im sichtbaren Spekt-
ralbereich überein (Abb. 5.3). Entsprechend der im Sichtbaren unmittelbar nach der
Anregung auftretenden Rotverschiebung (vgl. Abb. 5.8, S. 119) kann außerdem die
positive Absorptionsänderung bei 1510cm 1 der C=C-Streckschwingung angeregter
Retinale zugeschrieben werden. Innerhalb von 100ps erfährt die negative Bande eine
Blauverschiebung des Minimums von 1540cm 1 auf 1548cm 1, gleichzeitig geht die
Signalamplitude auf etwa ein Viertel und die Halbwertsbreite auf die Hälfte zurück.
Die positive C=C-Produktbande (1510cm 1) zeigt ebenfalls eine Blauverschiebung ih-
res Maximum auf 1529cm 1, dabei ändert sich die Bandenform deutlich während die
Amplitude konstant bleibt.
Im Bereich von 1680cm 1 – 1590cm 1 ist innerhalb der ersten 100ps ebenfalls ein
Rückgang der Signale bei 1632cm 1 ( ) und 1605cm 1 (+) um etwa 50% zu beobachten
während die Breite und Bandenform im Rahmen der experimentellen Auflösung unverän-
dert bleiben. Die Bleichbande bei 1632cm 1 kann aufgrund ihrer PFID-Signatur ebenfalls
1135 Proteorhodopsin
einer Retinalbande zugeordnet, nämlich der C=N-Streckschwingung der protonierten
bzw. deuterierten Schiﬀschen Base [245, 246, 249]: Aufgrund der starken Kopplung der
C=N-Mode an die C–H- bzw. C–D-Schwingung ist diese stark solvensabhängig und da
die Proben in D2O vorlagen ist hier von einem quantitativen H/D-Austausch auszugehen.
Das ursprünglich positive Signal bei 1656cm 1 verschwindet innerhalb weniger Pi-
kosekunden und geht in eine negative Absorptionsänderung über, deren Amplitude ab
etwa 100ps konstant bleibt. Da diese negative Diﬀerenzbande erst bei langen Verzöge-
rungszeiten auftritt und zudem keinen PFID-Eﬀekt zeigt, ist sie keiner direkt durch
die Anregung beeinﬂussten Schwingungsmode des Retinals zuzuschreiben. Die Lage der
Bande und das verzögerte Ausbleichen lässt eine Reaktion der Retinalbindetasche auf die
Isomerisierung des Chromophors vermuten, die zu einem Ausbleichen der AmidI-Mode
des Proteinrückgrats führt. Ähnlich schnelle Proteinantworten im AmidI-Bereich wurden
auch in Anreg-/Abtastexperimenten an BR in H2O nachgewiesen [250, 251]. Zudem
bestätigen mittels FTIR aufgenommene PRK  PR-Diﬀerenzspektren, die vergleichbare
Banden aufweisen, diese Zuordnung zu den Schwingungsmoden des Proteinrückgrats
[245, 246, 249].
Globale Analyse
Nachdem für pD=6,4 und pD=9,2 jeweils beide Messreihen zu einem Datensatz zu-
sammengefasst wurden, erfolgte die globale Analyse für t > 0;3ps mit jeweis drei, vier
und fünf Zeitkonstanten. Während die letzte Zeitkonstante auf den Wert 1 festgelegt
war, um das konstante Diﬀerenzspektrum bei langen Verzögerungszeiten zu modellieren,
wurden die übrigen als freie globale Parameter angepasst. Tabelle 5.1 fasst die erzielten
Ergebnisse zusammen, der Parameter 2 stellt dabei ein Maß für die Abweichungen der
angepassten Funktion von den Daten dar.
Trivialerweise liefert eine gößere Anzahl von Zeitkonstanten besser angepasste Kurven,
allerdings fällt die Abnahme des 2-Wertes beim Vergleich von vier mit fünf Zeitkon-
stanten wesentlich geringer aus, als beim Vergleich von drei mit vier. Die zusätzliche
pD-Wert 1/ps 2/ps 3/ps 4/ns 5 2=10 6
6,4 1,2 17 1 – – 5,91
6,4 0,5 6 46 1 – 5,01
6,4 0,4 6 40 3,2 1 4,91
9,2 1,1 17 1 – – 3,20
9,2 0,6 7 66 1 – 2,84
9,2 0,6 7 54 4,8 1 2,76
Tabelle 5.1: Zeitkonstanten aus der globalen Anpassung der transienten IR-Spektren von PR bei
verschiedenen pD-Werten. Die Daten wurden für beide pD-Werte jeweils mit drei, vier und fünf
Zeitkonstanten angepasst. Der Parameter 
2 ist ein Maß für die Abweichung der angepassten Funktion
von den Daten.
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Abbildung 5.7: Zerfallassoziierte Spektren von PR bei verschiedenen pD-Werten für die globale
Anpassung mit vier Zeitkonstanten.
Zerfallszeit bei der Anpassung von fünf Zeitkonstanten liegt bei einigen Nanosekun-
den, ist also deutlich größer als die maximale Verzögerungszeit. Dabei wird nur das
zerfallassoziierte Spektrum der Komponente  = 1 verändert, die Werte und DAS von
1 bis 3 entsprechen denen bei Anpassung von vier Zeitkonstanten. Der zusätzliche
Freiheitsgrad führt hier also lediglich zu einer artiﬁziellen Aufspaltung der Langzeitkom-
ponente  := 1. Umgekehrt kommt es bei Anpassung mit drei Komponenten noch zu
geringen aber systematischen Abweichungen der Kurven von den Daten. Obwohl alle im
Folgenden diskutierten Merkmale bei dieser Variante bereits vorhanden sind, reicht die
Anzahl der Parameter nicht zu einer optimalen Beschreibung der Messwerte aus [243].
Demzufolge werden beide Datensätze durch eine Summe aus vier Exponentialfunktionen
optimal modelliert. Die Qualität der Anpassung kann anhand der Transienten in Abb.
5.6 veriﬁziert werden.
Die Eindruck, dass die im Infraroten gemessenen transienten Spektren beider pD-
Werte dieselbe Zeitabhängigkeit aufweisen, wird bestätigt. In allen Varianten werden
stets nur geringe Abweichungen zwischen den Zerfallszeiten saurer und alkalischer Lö-
sungen gefunden. Eine weitere Analyse der optimalen Anpassung mit vier Komponenten
zeigt, dass auch die DAS der beiden pD-Werte eine sehr gute Übereinstimmung zeigen.
Unterschiede ergeben sich im Wesentlichen aufgrund der mit der Probenkonzentration
variierenden Gesamtamplitude sowie der pD-abhängigen Verschiebung der Wellenzahl
der C=C-Schwingungsmode des Retinals. Deswegen wird die globale Analyse unabhängig
vom pD-Wert diskutiert.
Die Komponente 4 := 1 beschreibt die bei langen Verzögerungszeiten konstanten
Signale, welche dem Diﬀerenzspektrum des ersten Grundzustandsintermediats PRK PR
zuzuordnen sind. Im Bereich der C=C-Schwingung zeigen sich zwei dominante Banden
bei 1548cm 1 ( ) und 1529cm 1 (+) sowie eine Schulter bei 1518cm 1 (+). In bereits
veröﬀentlichten PRK PR-Spektren variieren die genauen Positionen dieser Banden
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abhängig von Probenpräparation und pH-Wert im Bereich von 1546cm 1 bis 1538cm 1
( ) bzw. von 1523cm 1 bis 1514cm 1 (+) [187, 215, 223, 245, 249, 252]. Es ist kein
PRK PR Spektrum in D2O bei Raumtemperatur publiziert, das den direkten Vergleich
mit diesem sehr frühen K-Intermediat erlaubt. In Anbetracht der unterschiedlichen
Messmethoden und -bedingungen entsprechen die vorliegenden Ergebnisse dennoch sehr
gut dem PRK PR-Spektrum, das in D2O in Tieftemperaturexperimenten aufgenommen
wurde [245]. Die Schulter bei 1518cm 1 wird zwar in anderen Veröﬀentlichungen ebenfalls
deutlich aufgelöst [252] – eine Zuordnung ﬁndet sich in der Literatur bis dato jedoch nicht.
Mit Hilfe der genannten Veröﬀentlichungen können die Banden bei 1632cm 1 ( ) und
1605cm 1 der PRK PR-Signatur der C=N-Schwingung der protonierten Schiﬀschen
Base in D2O zugeordnet werden. Hier ist zu bedenken, das die Wellenzahl dieser Bande
aufgrund der Kopplung von C=N- und N–H- bzw. N–D-Mode nach dem H/D-Aus-
tausch um ca 22cm 1 im Vergleich zu den in Wasser aufgenommenen Diﬀerenzspektren
verschoben ist. Die negative Bande bzw. Schulter bei 1656cm 1 entspricht ebenfalls den
Ergebnissen der FTIR-Experimente und wurde auch in transienten Spektren von BR
gefunden [250, 251]. Die Wellenzahl dieses Bleichsignals ist typisch für die AmidI-Bande
des Proteinrückgrats. Daher wird dieses Signal einer strukturellen Änderung des Proteins
als Reaktion auf die Anregung bzw. Isomerisierung des Retinals zugeordnet [250, 251].
Eine eindeutige Zuordnung der kürzeren Zeitkonstanten (1 bis 3) zu diskreten moleku-
laren Prozessen ist hier nicht möglich. Nach dem bisherigen Kenntnisstand ist folgendes
Reaktionsmodell anzunehmen [237, 238]: Mit der Anregung in die Franck-Condon-
Region kommt es zur intramolekularen Schwingungsenergieumvereilung innerhalb des
S1-Zustands und somit zur Anregung gekoppelter niederfrequenter Schwingungsmoden
was im Prinzip einer Erhöhung der molekularen Temperatur entspricht. Auch bei dem
S1 ! S0-Übergang wird die Überschussenergie in Wärme umgewandelt und führt zu
heißen Retinalen sowohl in all-trans- als auch in 13-cis-Konﬁguration. Die Kopplung an
die Umgebung ermöglicht eine Abkühlung der Moleküle. Aufheizen und Abkühlen sind
dabei stets mit Veränderungen der Position und inhomogenen Linienbreite der beobachte-
ten hochfrequenten Schwingungsmoden verbunden. Zusammen mit der biexponentiellen
Deaktivierung des elektronisch angeregten Zustands des Retinals in PR ist daher die Be-
obachtung einer komplexen Reaktionsdynamik zu erwarten, die sich nicht direkt mit Hilfe
eines exponentiellen Ratenmodells wiedergeben lässt. Selbst im einfachsten Fall eines
monoexponentiellen Kühlprozesses können daraus nicht-exponentelle Zerfallskinetiken
in den einzelnen Transienten resultieren, wie z.B. für Azobenzol explizit nachgewiesen
wurde [62]. Für die protonierte Schiﬀsche Base von all-trans-Retinal in Lösung wurde eine
intramolekulare Temperatur von 550K direkt nach dem S1 ! S0-Übergang ermittelt,
die anschließende Abkühlung erfolgte mit etwa 50ps [63].
Trotz der Einschränkungen bei der Interpretation der kinetischen Parameter in Hinblick
auf die molekularen Vorgänge lassen sich weitere Aussagen aus der globalen Analyse
ableiten. Zudem stellt diese Form der Analyse ein Standardverfahren dar, das unabhängig
vom zugrundegelegten Reaktionsmodell den Vergleich mit weiteren Messungen an PR
[253–255] oder auch anderen Retinalproteinen [250, 251, 256, 257] ermöglicht.
Die zerfallassoziierten Spektren zu 2 und 3 zeigen zwei ausgeprägte Minima bei
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1632cm 1 und 1540cm 1, deren Position und Linienbreite gut mit dem instantanen
Bleichsignal der C=N- bzw. C=C-Mode übereinstimmen. Diese Zerfallskomponenten
modellieren also im Wesentlichen einen biexponentiellen Rückgang der ursprünglichen
Bleichsignals bzw. eine Repopulation des Ausgangszustands. Entsprechend werden beide
einem Kühlprozess zugeschrieben.
Im AmidI-Bereich bei 1660cm 1 besitzen die DAS zu 2 und 3 positive Amplituden,
wobei die zum langsameren Prozess 3 deutlich geringer ist und nahezu verschwindet.
Beide tragen also mit unterschiedlichem Gewicht zu der Ausbildung des negativen Signals
bei, welches folglich eine grundlegend andere Zeitabhängigkeit aufweist als die unmittelbar
ausgebleichten Banden der C=N- und C=C-Mode. Diese Erkenntnis stützt die Annahme,
dass eine strukturelle Änderung des Proteingerüstes infolge der Isomerisierung dieses
Signal verursacht.
Das DAS der kürzesten Zeitkonstanten 1 unterscheidet sich grundsätzlich von den
bisher diskutierten. Dieser Prozess ist folglich nicht mit der Wiederbesetzung des ursprüng-
lichen PR-Grundzustands verbunden. Im C=C-Bereich wird dies besonders deutlich: Das
Minimum (1529cm 1 bei pD=9,2 und 1531cm 1 bei pD=6,4) liegt auf der Wellenzahl
des Maximums der positiven Produktbande des PRK PR-Diﬀerenzspektrums. Auch im
Bereich der positiven Schulter des PRK PR-Spektrum bei 1518cm 1 ist das DAS der
Komponente 1 negativ, während 2 und 3 nicht zur Bildung dieser Bande beitragen. Der
Einﬂuss dieses schnellen Prozesses auf die Produktbildung kann gut in den Transienten
bei 1526cm 1 veriﬁziert werden (Abb. 5.6(e)). Dieselbe Argumentation greift auch für die
positiven Produktbanden bei ~  >1570cm 1 (pD=6,4) bzw. ~  >1564cm 1 (pD=9,2).
Für die Bildung der negativen PRK PR-Banden infolge der Isomerisierung lassen sich
keine vergleichbare Belege ﬁnden, da diese durch die unmittelbaren Bleichsignale sowie
die Kühlprozesse verdeckt werden.
Im Bereich der C=N-Streckschwingung ﬁnden sich keine Anhaltspunkte für die Bildung
positiver Produktsignale mit der Komponente 1. Die unmittelbar mit der Anregung
entstehenden positiven Signale sind zunächst dem elektronisch angeregten Zustand
zuzuordnen und ihr Zerfall überlagert die übrigen Prozesse. Zudem ist in diesem Bereich
aufgrund der geringen Amplitude des PRK PR-Spektrums und des schlechteren Signal-
zu-Rausch-Verhältnisses insbesondere das DAS der kürzesten Zeitkonstanten mit größeren
Fehlern behaftet, wie man in der Transiente bei 1605cm 1 sehen kann (Abb 5.6(c)).
Interessanterweise ist ein deutlicher Beitrag des 1-Prozesses zur Entstehung der negativen
Signale der C=N-Mode bei 1632cm 1 und auch der AmidI-Mode des Proteins bei
1660cm 1 erkennbar. Insgesamt ist also auch für diesen Messbereich festzustellen, dass
die schnellste Komponente 1 mit dem Aufbau des PRK PR-Spektrums verknüpft ist.
Allerdings stellt das zerfallassoziierte Spektrum zu 1 kein Spiegelbild des Produkt-
spektrums dar, so dass der zugrundeliegende Prozess nicht exklusiv der Population des
PRK-Intermediates zugeordnet werden kann: Zu beachten ist die partielle Rückreaktion
in den all-trans-Grundzustand des Retinals sowie die Population von hoch-schwingungs-
angeregten all-trans- und 13-cis-Molekülen. Ebenso ist nicht auszuschließen, dass ein
Teil der Produktbildung bereits innerhalb weniger hundert Femtosekunden erfolgt und
entsprechend in diesem Experiment bzw. in der globalen Analyse nicht aufgelöst wird.
1175 Proteorhodopsin
5.2.4 Transiente Absorptionsspektroskopie im vis-Bereich
Diese Messungen wurden von Mirka-Kristin Verhoefen mit einem bereits bestehenden
experimentellen Aufbau durchgeführt. Auf eine Beschreibung der technischen Details
dieser Apparatur muss verzichtet werden, es sei auf die ausführlichen Darstellungen in
anderen Dissertationen verwiesen [244, 258]. Hier wird nur eine kurze Zusammenfassung
der wichtigsten Daten gegeben.
Grundsätzlich handelt es sich ebenfalls um ein Anreg-/Abtastexperiment auf Basis
des Clark CPA2001 Femtosekundenverstärkersystems. Anregungspulse werden mittels
NOPA und gefaltetem Prismenkompressor generiert, wie in Abschnitt 3.1.2 ab Seite 29
dargestellt. Als Abtastpuls dient spektral breitbandiges Weißlicht, das durch Fokussie-
rung der Laserfundamentalen mit einigen Mikrojoule Pulsenergie in ein 2,3mm dickes
Saphirsubstrat entsteht. Über einen dünnen teilreﬂektierenden Auskoppelspiegel werden
98% der verbleibenden Laserfundamentalen aus dem Weißlichtspektrum herausgeﬁltert,
bevor der Abtaststrahl mit einem weiteren Strahlteiler in Signal- und Referenzstrahl
aufgeteilt wird. Über einen Oﬀ-Axis-Paraboloiden werden Anreg- und Abtastpuls in die
Probenzelle fokussiert und dahinter mit einer Linse wieder kollimiert. Beide Foki werden
in der Küvette räumlich überlagert, wobei der Durchmesser des Abtaststrahls geringer
ist, als der der Anregung (100µm). Der Referenzstrahl wird nicht durch die Probe
geführt.
Die Detektion von Signal- und Referenzspektrum erfolgt in zwei identischen Spek-
trometern, die jeweils über eine 42-fach Photodiodenzeile verfügen. Eine schnelle Ana-
log/Digital-Wandlerkarte erlaubt die Digitalisierung aller Werte in Echtzeit bei einer
Repetitionsrate von 1kHz. Bei den verwendeten Gittern liegt der mittlere Kanalab-
stand bei 8nm, dementsprechend kann der gesamte sichtbare Spektralbereich simultan
abgetastet werden. Die Verwendung von zwei synchronisierten, phasenverschobenen Unter-
brecherrädern im Anreg- und Abtaststrahlengang gestattet eine rauscharme, referenzierte
Messung der Absorptionsänderung zusammen mit einer eﬃzienten Unterdrückung von
Streulichtbeiträgen der Anregung.
Messbedingungen
Es wurde eine kommerzielle Quarzglasküvette mit einer Schichtdicke von 100m ver-
wendet, diese wurde lateral in x- und y-Richtung bewegt, um einen ausreichenden
Probenaustausch zwischen den einzelnen Laserpulsen zu erreichen. Die Anregung der
Proben erfolgte mit einem NOPA bei 525nm mit 50nJ Pulsenergie, die Absorption der
eingesetzten Proben bei dieser Wellenlänge lag bei 0,5. Abgetastet wurde im Spektralbe-
reich von 430nm bis 750nm mit paralleler Orientierung der Polarisationen von Anregung
und Abtastung.
Im Bereich bis etwa 1ps wurde eine äquidistante Schrittweite benutzt (t  30fs)
und im Zeitbereich von 1ps bis 1,5ns wurden die Verzögerungszeiten mit exponentiell
wachsendem Abstand angefahren.
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(a) pD=6,4 (b) pD=9,2
Abbildung 5.8: Transiente Absorptionsänderung von PR in D2O im vis-Bereich nach Anregung bei
525nm bei unterschiedlichen pD-Werten. Die Zeitachse ist linear bis 1ps und logarithmisch für längere
Verzögerungszeiten.
Zusätzlich zu den PR Proben bei pD=6,4 und pD=9,2 wurde unter jeweils identischen
Bedingungen das Signal der Puﬀerlösung in der Nähe des Zeitnullpunktes gemessen.
Dieses diente der Korrektur von Lösungsmittelbeiträgen, wie dem kohärenten Artefakt
infolge der Kreuzphasenmodulation, was hier im Gegensatz zu Experimenten im MIR
problemlos möglich ist. Die kohärenten Signale können mit geeigneten Modellfunktionen
angepasst werden und aus den Anpassungsparametern können der wellenlängenabhängige
Zeitnullpunkt und die Zeitauflösung des Experiments bestimmt werden [140, 147–150].
Die Dispersion wurde anschließend rechnerisch korrigiert und die Kreuzkorrelationsbreite
war <0,15ps.
Ergebnisse der Messungen
Abbildung 5.8 zeigt die 2d-Graﬁken der transienten Absorptionsänderung von PR im
Sauren und Alkalischen, die Farbkodierung ist dieselbe wie bei den 2d-Graﬁken des
MIR-Bereiches. Beide Datensätze wurden hinsichtlich der Dispersion und der kohärenten
Eﬀekte des Lösungsmittels am Zeitnullpunkt wie oben beschrieben korrigiert. Die spek-
tralen Charakteristika entsprechen denen rekonstituierter oder solubilisierter PR-Proben
in H2O, daher lassen sich die Ergebnisse im Rahmen der bestehenden Literatur zuordnen
[237, 238].
Unmittelbar mit der Photoanregung entsteht eine Reihe von Diﬀerenzsignalen, die
pD-abhängig innerhalb von etwa 50ps zerfallen und die der Besetzung des elektronisch
angeregten Zustands sowie der Entvölkerung des elektronischen Grundzustands zuzu-
ordnen sind. Die Absorption aus dem elektronisch angeregten Zustand führt bei beiden
pD-Werten zu einem positiven Diﬀerenzsignal mit einem Maximum bei 450nm. Die
negative Bande bei  > 700nm kann der stimulierten Emission und damit ebenfalls der
Population des S1 zugeordnet werden. Ein wesentlicher Unterschied zwischen beiden































































































































Abbildung 5.9: Transienten ausgewählter Wellenlängen von PR bei beiden pD-Werten. Gezeigt sind
Wellenlängen aus dem Bereich der Absorption des elektronisch angeregten Zustands und der stimulierten
Emission (a), des ausgebleichten Grundzustands (b) und der Absorption des PRK-Intermediates (c).
Rohdaten sind als Kreise und die Kurven der globalen Anpassung als Linien dargestellt.
Absorptionsbande des Retinals in PR vom pD-Wert abhängt (Abb. 5.3, S. 109). Das
Grundzustandsbleichsignal tritt bei pD=6,4 als prominente negative Bande zwischen
530nm und 600nm auf. Bei pD=9,2 ist es blauverschoben und wird von der Absorption
des angeregten Zustands größtenteils kompensiert, so dass nur eine kleine negative Bande
um 540nm beobachtet wird. Während die Absorption des angeregten Zustands und das
Bleichsignal des Grundzustands unmittelbar nach der Anregung die größten Amplituden
besitzen, zeigt sich im Bereich der stimulierten Emission ein etwas verzögerter Aufbau
des Signals. Die anschließende Zerfallskinetik ist jedoch für alle diese Beiträge nahezu
identisch, wie anhand der Transienten bei 475nm, 555nm und 747nm in Abbildung 5.9
veriﬁziert werden kann.
Nach dem Abklingen der Signale des elektronisch angeregten Zustands tritt ab etwa
100ps ausschließlich das PRK PR-Diﬀerenzspektrum auf, welches bis zur maximalen
Verzögerungszeit von 1,5ns praktisch konstant bleibt. Dessen Signatur besteht aus einer
negativen Bande um 490nm, entsprechend der Depopulation des all-trans-Zustands
des Retinals in PR und einer positiven Bande, entsprechend der Absorption des 13-
cis-Zustands des Retinals im PRK-Intermediat. Die genaue Lage und Amplitude dieser
Diﬀerenzbanden hängt vom pD-Wert ab und ihre Entstehung ist bereits innerhalb der
ersten Pikosekunde eindeutig nachzuweisen, wie auch die Transiente bei 611nm zeigt
(Abb. 5.9(c)). Dabei liegt die positive Produktbande bei pD=9,2 nahezu isoliert, während
sie bei pD=6,4 innerhalb der ersten zehn Pikosekunde durch das negative Signal des
ausgebleichten Grundzustands überlagert wird.
Globale Analyse
Die quantitative Auswertung erfolgte mittels der globalen Analyse im Zeitbereich
t  0;15ps, um eine Störung durch unkorrigierte kohärente Eﬀekte zu vermeiden. Für
eine optimale Modellierung der Datensätze ist ebenso wie bei den Messungen in H2O die
Verwendung von vier Zeitkonstanten erforderlich. Dabei wurde eine zur Modellierung
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Probenpräparation 1/ps 2/ps 3/ps 4
D2O, solubilisiert, pD=6,4 <0,15 1,6 25 1
H2O, solubilisiert, pH=6,4 0,15 1,0 16,2 1
H2O, rekonstituiert, pH=6,0 <0,2 0,7 15 1
D2O, solubilisiert, pD=9,2 <0,15 0,7 21 1
H2O, solubilisiert, pH=9,0 0,14 0,28 9,5 1
H2O, rekonstituiert, pH=9,0 <0,2 0,4 8 1
Tabelle 5.2: Vergleich der Zeitkonstanten aus der globalen Anpassung der transienten vis-Spektren
von PR in unterschiedlich präparierten sauren und alkalischen Lösungen. Die Daten für H2O wurden
der Literatur entnommen [237, 238].
des PRK PR -Spektrums bei langen Verzögerungszeiten festgesetzt (4 := 1) und die
übrigen wurden als freie Parameter global angepasst. Die ermittelten Zeitkonstanten
der hier durchgeführten Messung in D2O werden in Tabelle 5.2 zusammengefasst und
mit den Literaturwerten für Messungen an rekonstituiertem und solubilisierten PR in
H2O verglichen. Die Werte für 2 und 3 sind etwa doppelt so groß wie die für PR in
H2O bestimmten Zeitkonstanten [238]. Das lässt sich auf einen kinetischen Isotopenef-
fekt infolge des H/D-Austausches zurückführen und stimmt mit Arbeiten von Szakács
und Mitarbeitern überein [259]. Diese haben in kinetischen Untersuchungen der ionen-
transportierenden Retinalprotein BR, HR und PR einen Isotopeneﬀekt im Bereich von
1,5 bis 2 für diejenigen Übergänge gefunden, die nicht mit großen Umordnungen von
Wasserstoﬀbrücken verbunden sind.
Abbildung 5.10 zeigt die zerfallassoziierten Spektren für die Daten beider pD-Werte.
Die DAS zu 2 und 3 ähneln einander und weisen die charakteristischen Merkmale
der Absorption des angeregten Zustands, des ausgebleichten Grundzustands und der
stimulierten Emission auf. Damit können diese Zeitkonstanten einer biexponentiellen
Deaktivierung des elektronisch angeregten Zustands zugeordnet werden. Diese biexponen-
tielle Kinetik entspricht der Verzweigung des Reaktionspfades auf der S1-Fläche in einen
schnellen, direkten (2) und einen langsameren, kinetisch gehemmten (3) Reaktionskanal.
Beim Übergang in den elektronischen Grundzustand wird durch beide Reaktionskanäle
sowohl die 13-cis- als auch die all-trans-Konﬁguration des Retinals gebildet. Die pD-
Abhängigkeit der Reaktion zeigt sich in den DAS ebenso wie bei den Messungen in H2O
durch eine Umkehr der Amplitudenverhältnisse: Während bei pD=6,4 die langsamere
Komponente 3 die größeren Amplituden aufweist, ist es bei pD=9,2 die schnellere Kom-
ponente 2. Dementsprechend ist im Alkalischen (deprotoniertes Asp97) der schnellere,
direkte Reaktionspfad bevorzugt, während im Sauren (protoniertes Asp97) der größere
Anteil über den langsameren Kanal reagiert.
Das zerfallassoziierte Spektrum zu 4 entspricht dem bekannten PRK PR-Diﬀerenz-
spektrum und besteht aus der negativen Bande des ausgeleichten Grundzustands und
der positiven des rotverschoben zum Grundzustand absorbierenden PRK-Intermediates.
1215 Proteorhodopsin









































































































Abbildung 5.10: Zerfallassoziierte Spektren von PR bei verschiedenen pD-Werten für die globale
Anpassung mit vier Zeitkonstanten. Das DAS der kürzesten Zeitkonstante 1 <0,15ps wird nicht gezeigt.
Auch hier zeigt sich eine deutliche pD-Abhängigkeit der Amplituden. Aufgrund der
starken pD-Abhängigkeit des Absorptionsspektrums von PR kann nicht a priori auf eine
entsprechende Änderung der Isomerisierungsquantenausbeute geschlossen werden: eine
stärkere spektrale Überlappung der negativen Grundzustandsbande mit der positiven
Produktabsorption würde ebenfalls zu geringeren Diﬀerenzsignalen führen. Die im IR
gewonnenen Daten geben hier weitere Hinweise, die Diskussion erfolgt daher für beide
Messungen zusammen im nächsten Abschnitt ab S. 125.
5.2.5 Diskussion
Im Rahmen dieser Arbeit wurden transiente Spektren im infraroten und sichtbaren Spekt-
ralbereich unter vergleichbaren Bedingungen mit hoher Zeitauflösung aufgenommen.
Neben den direkt aus den einzelnen Datensätzen extrahierten Informationen bieten vor
allem die Vergleiche zwischen den Messungen bei unterschiedlichen pD-Werten, Lösungs-
mitteln und Spektralbereichen neue Ansätze zur Charakterisierung der Primärreaktion.
Kinetische Parameter
Die Interpretation der erzielten Messergebnisse erfolgt im Rahmen des für PR vorgeschla-
genen Reaktionsmodells [237, 238] und damit im Einklang mit anderen Untersuchungen
der Reaktionsdynamik archaealer Retinalproteine im sichtbaren [260–263] sowie im
infraroten Spektralbereich [244, 250, 253, 256, 257, 264, 265]: Danach relaxieren die
angeregten Retinale durch intra- und intermolekulare Schwingungsenergieumverteilung
innerhalb weniger hundert Femtosekunden, was sich als Bewegung des Wellenpakets
aus der Franck-Condon-Region heraus veranschaulichen lässt. Auf Grundlage der für
BR durchgeführten Modellrechnungen [241] sowie experimenteller Arbeiten [266, 267]
wird als initiale Reaktionskoordinate die C=C-Streckschwingung der konjugierten Koh-
lenstoﬀkette des Retinals angegeben. Im weiteren Verlauf erfolgt eine Torsion um die
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C13–C14-Bindung des Retinals, wodurch eine konische Durchschneidung mit dem elek-
tronischen Grundzustand erreicht wird. Der bei PR gefundene biexponentielle Zerfall
des elektronisch angeregten Zustands wird mit einer Verzweigung des Reaktionspfades
auf der S1-Fläche erklärt, entsprechend zwei verschiedenen Deaktivierungskanälen. Ein
Teil der Moleküle erreicht die konische Durchschneidung direkt, während der Rest in
einem ﬂachen Potentialminimum des angeregten Zustands endet und daher eine längere
S1-Lebensdauer aufweist. Bei beiden Reaktionswegen wird beim Übergang in den Grund-
zustand sowohl die ursprüngliche all-trans- als auch die isomerisierte 13-cis-Konﬁguration
des Retinals gebildet.
Im Folgenden werden die aus der globalen Analyse im sichtbaren und infraroten
Spektralbereich ermittelten Komponenten in das Reaktionsmodell eingeordnet.
vis Durch die globale Analyse der im sichtbaren Spektralbereich gemessenen transienten
Absorptionsänderungen wurden vier Zeitkonstanten ermittelt, was mit vergleichbaren
Experimenten an PR in H2O übereinstimmt [237, 238]. Somit können die einzelnen Kom-
ponenten der globalen Analyse direkt im Sinne des oben dargestellen Reaktionsschemas
interpretiert werden.
Die kürzeste Zeitkonstante 1 liegt im Bereich der Zeitauflösung und wird der Be-
wegung aus der Franck-Condon-Region und der Schwingungsenergieumverteilung im
S1-Zustand zugeschrieben. Es ergeben sich keine Hinweise, dass dieser Prozess durch den
Protonierungszustand oder die Wahl des Lösungsmitels (H2O/D2O) beeinﬂusst wird.
Die Zeitkonstanten 2 und 3 entsprechen der Deaktivierung des elektronisch angereg-
ten Zustands über den schnellen, direkten oder den langsamen, kinetisch gehemmten
Reaktionspfad. Beide sind deutlich größer als die für PR in H2O ermittelten Zeitkon-
stanten, was auf einen kinetischen Isotopeneﬀekt schließen lässt und unten detailliert
betrachtet wird. Die für solubilisiertes PR in H2O beim Wechsel des pD-Wertes berichtete
Umkehr der Amplitudenverhältnisse der zerfallassoziierten Spektren zu 2 und 3 [238]
tritt auch hier auf: im sauren Bereich dominiert der langsamere Prozess, im basischen
der schnellere.
Das auf langen Verzögerungszeiten konstante Signal wird mit 4 := 1 modelliert
und entspricht dem PRK PR-Diﬀerenzspektrum. Auch hierauf wird später gesondert
eingegangen.
IR Aufgrund der geringeren Zeitauflösung und zusätzlicher Störbeiträge um den Zeit-
nullpunkt lassen sich bei diesem Experiment keine Zerfallszeiten von  < 0;2ps auﬂösen.
Die globale Analyse ergibt, dass die Daten durch einer Summe aus vier Exponenti-
alfunktionen optimal angepasst werden, die sich jedoch stark von den im sichtbaren
Spektralbereich gefundenen Werten unterscheiden. Darüberhinaus wird in Messungen
unter basischen Bedingungen derselbe Zeitverlauf wie unter sauren Bedingungen aufge-
zeichnet, was mit den nahezu identischen Zeitkonstanten aus der globalen Anpassung
bestätigt wird und dem Ergebnis der Messungen im vis-Bereich zu widersprechen scheint.
Da die gleiche Probe wie bei der transienten Spektroskopie im sichtbaren Spektralbe-
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reich benutzt wurde, können diese Unterschiede nicht auf die äußeren Bedingungen
bzw. die Unterschiede in der Photoreaktion zurückgeführt werden. Diese scheinbare
Diskrepanz lässt sich wie folgt erklären: die hier beobachteten hochfrequenten Schwin-
gungsmoden reagieren empﬁndlich auf lokale Strukturänderungen, auf die Anregung
gekoppelter niederfrequenter Moden infolge der IVR sowie auf Temperaturerhöhungen
und Kühlprozesse in der Proteinumgebung. Während diese Eﬀekte in den transienten
vis-Spektren eine untergeordnete Rolle spielen, können sie die transienten IR-Spektren
dominieren und Bandenform und -position maßgeblich beeinﬂussen. Daher ergeben sich
nicht-exponentielle Zerfälle und die ermittelten Zeitkonstanten lassen sich nicht mehr
direkt dem Populationstransfer zwischen spektral unterscheidbaren Zuständen zuordnen
[62, 63].
Für den Bereich der C=C-Streckschwingung konnte festgestellt werden, dass nur die
schnellste Komponente 1 mit der Photoproduktbildung assoziiert ist. Im Bereich von
1590cm 1 bis 1680cm 1 konnte dies wegen der kleineren Signale und des schlechteren
Signal-zu-Rausch-Verhältnis nicht direkt veriﬁziert werden. Jedoch wurde auch hier
beobachtet, dass der Aufbau des PRK PR-Spektrums im Spektralbereich der C=N-
Mode innerhalb der ersten Pikosekunde erfolgt, ebenso wie im AmidI-Bereich des
Proteinrückgrats. Diese direkte Reaktion der Proteinschwingungen werden auch in
anderen Studien belegt: So wurde von Amsden et al. in einem vergleichbaren Experiment
an rekonstituiertem PR in H2O bei pH=9,5 gezeigt, dass die Signale des Proteinrückgrats
im AmidII-Bereich mit einer Zeitkonstante von 0,5ps bis 0,7ps gebildet werden [253].
Die DAS der Zeitkonstanten 2 und 3 entsprechen dem transienten Spektrum der
ausgebleichten C=C- und C=N-Banden unmittelbar nach der Anregung. Sie werden
daher der biexponentiellen Wiederbesetzung der Schwingungen im Grundzustand des
Retinals in PR zugeschrieben. Beide Prozesse tragen außerdem zur Bildung des negativen
Signals im AmidI-Bereich bei 1660cm 1 bei. Das DAS der Zeitkonstante 4 im IR
entspricht wieder dem PRK PR-Spektrum und wird gesondert diskutiert.
Die im IR aufgezeichneten Prozesse werden oﬀensichtlich nicht durch den pD-Wert
der Lösung beeinﬂusst. Diese Feststellung ist unabhängig von der Zuordnung der er-
mittelten Zerfallskomponenten zu den molekularen Vorgängen. Die nach der Anregung
auftretenden Kühlprozesse können die transienten IR-Spektren dominieren und diese Re-
laxationsprozesse sind weitgehend unabhängig vom pD-Wert. Damit ist die Beobachtung
unterschiedlicher Zerfallskinetiken von sauren und alkalischen Proben im IR nicht zu
erwarten: Etwaige pD-abhängige Unterschiede sind durch die Kühlprozesse überlagert
und werden nicht mehr aufgelöst.
Außerdem sind die in dieser Studie beobachteten C=N- und C=C-Banden keine
eindeutigen Indikatoren für die Isomerisierung des Retinals, z.B. ist die Lage der C=C-
Bande stark von dem Grad der Delokalisierung der -Elektronen abhängig, welche
nicht mit der Isomerisierung verknüpft ist. Atkinson et al. untersuchten die Bildung
der J-Intermediate von natürlichem BR und dem künstlichen BR5:12. Dieses enthält
ein modiﬁziertes Retinal, bei dem ein Fünfring über C12–C13=C14 die Torsion um
die C13=C14-Bindung und damit die Isomerisierung verhindert. Es zeigte sich, dass
die spektralen Änderungen der C=C-Mode für BR und BR5:12 sehr ähnlich waren
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(b) DAS (4 = 1) im MIR
Abbildung 5.11: Vergleich der pH-Abhängigkeit der PRK PR-Diﬀerenzspektren im vis (a) und im
MIR-Bereich (b). Wegen der Konzentrationsunterschiede der im IR eingesetzten Probenlösungen wurden
diese Datensätze hinsichtlich der transienten Absorption am Zeitnullpunkt normiert.
[268]. Danach kann die Isomerisierung, also die Primärreaktion, nicht direkt anhand der
C=C-Bande verfolgt werden, während die C–C-Bande bei 1200cm 1 dieses ermöglicht.
Dessen ungeachtet haben Amsden et al. nachgewiesen, dass bei rekonstituiertem PR
in H2O bei pH=9,5 die zeitliche Entwicklung bei der Bildung von PRK im Bereich
der C=C- Schwingungsbande mit der im C–C-Bereich bei 1200cm 1 übereinstimmt.
Für den sauren pH-Bereich liegen jedoch noch keine Daten vor, deshalb sollten die
transienten Spektren im IR bei 1200cm 1 für beide pH-Werte miteinander verglichen
werden. Derartige Experimente sind in der Planung.
pH-Abhängigkeit der PR →PRK-Quantenausbeute
Der Vergleich der transienten Spektren zeigt, dass die im Sichtbaren beobachtete, ausge-
prägte Abhängigkeit vom pD-Wert im Infraroten nicht auftritt. Dabei ist ein wichtiger
Aspekt, dass die Absorptionsbande des Retinals im UV/vis-Absorptionsspektrum stark
auf die Veränderung des pD-Wertes reagiert, was auch zu Unterschieden in den transi-
enten Spektren führt [215, 222]. Mittels FTIR-Spektroskopie aufgenommene PRK PR-
Diﬀerenzspektren zeigen dagegen in Zusammenhang mit dem Protonierungszustand von
Asp97 nahezu keine Veränderungen im Bereich der C=N- und C=C-Bande [245, 249].
Das kann hier anhand der ausgebleichten Absorptionsbanden dieser Retinalschwingungen
veriﬁziert werden, die nur eine geringe Verschiebung von etwa 3cm 1 zwischen beiden
Messungen aufweisen.
Da die Signale auf langen Verzögerungszeiten konstant sind, kann davon ausgegangen
werden, dass die Isomerisierungsreaktion abgeschlossen ist und das PRK PR-Diﬀerenz-
spektrum dem DAS zu 4 entspricht. Somit kann aus diesem Spektrum ebenfalls die
Quantenausbeute der Reaktion PR→PRK bestimmt werden. Diese Betrachtung ist un-
abhängig davon, ob die beobachteten Schwingungen direkt die Torsion um die C13=C14-
Bindung abbilden. Normiert man die Datensätze hinsichtlich der prominenten Bleich-
signale am Zeitnullpunkt, welche proportional zur Konzentration angeregter Moleküle
sind, dann erhält man die in Abbildung 5.11 gezeigten DAS der Komponente 4 = 1.
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(c) Vergleich mit den experimen-
tellen PRK PR-Spektren
Abbildung 5.12: Analyse der PRK PR-Spektren für beide pD-Werte im vis. In Abb.(a) und (b) sind
die nach Gleichung 5.1 angepassten Kurven sowie die mit diesen Parametern generierten Absorptionspek-
tren von PR und PRK gezeigt. In (c) wird die gute Übereinstimmung der angepassten Funktionen mit
den experimentell bestimmten Spektren deutlich.
Diese PRK PR-Diﬀerenzspektren beider pD-Werte zeigen nur geringe Abweichungen
voneinander, während sich die im sichtbaren Spektralbereich stark in ihrer Amplitude
unterscheiden.
Als Ursache lässt sich die pD-abhängige Verschiebung der Absorptionsbande im
Sichtbaren vermuten, deren Bleichsignal die positive PRK-Bande partiell überlagert
und auslöscht. Um dies zu veriﬁzieren wurden die im Sichtbaren ermittelten PRK PR-




























Die Parameter für die Amplitude A, Zentralwellenlänge c und Breite w der Funktio-
nen wurden über einen Levenberg-Marquart-Algorithmus nach der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate angepasst. Dabei wurde der Parameter A1 in beiden Fällen auf den
Wert A1 =  0;5 festgelegt, dieser repräsentiert die Fläche der ausgebleichten Grund-
zustandsbande. Identische Werte für A1 entsprechen der Annahme einer identischen
Entvölkerung des ursprünglichen Grundzustands und damit einer identischen Isomerisie-
rungsquantenausbeute. Die verwendeten bzw. ermittelten Parameter werden in Tabelle
5.3 zusammengefasst und die resultierenden Kurven ﬁnden sich in Abbildung 5.12.
Obwohl mit der Verwendung von symmetrischen Gaußfunktionen eine relativ grobe
Näherung zugrundegelegt wurde, ergeben sich für die PRK PR-Spektren beider pD-
pD-Wert A1 xc1/nm w1/nm A2 xc2/nm w2/nm
6,4 -0,5 547 114 0,59 580 90
9,2 -0,5 509 95 0,61 567 82
Tabelle 5.3: Parameter der Modellierung des PRK PR-Diﬀerenzspektrums im sichtbaren Spektralbe-
reich gemäß Gleichung 5.1. Der Parameter A1 wurde in beiden Fällen auf den Wert  0;5 festgelegt.
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Werte konsistente und realistische Werte und eine hervorragende Übereinstimmung mit
den experimentell bestimmten PRK PR-Diﬀerenzspektren. Somit wurde gezeigt, dass die
größeren Amplituden des Produktspektrums bei pD=9,2 nicht zwingend auf eine größere
Isomerisierungsquantenausbeute zurückzuführen sind, sondern allein mit der spektralen
Verschiebung erklärt werden können. Die Spektren im IR sind nicht von derartig starken
Verschiebungen betroﬀen und zeigen im sauren sowie alkalischen Bereich nahezu dasselbe
PRK PR-Spektrum. Mit diesen neuen Informationen aus den Infrarotmessungen muss
gefolgert werden, dass der Protonierungszustand von Asp97 keinen wesentlichen Einﬂuss
auf die Isomerisierungsquantenausbeute des Retinals in PR hat.
Kinetischer Isotopeneﬀekt
Im Vergleich zu den Messungen an PR in H2O im sichtbaren Spektralbereich [237, 238]
ergibt die globale Analyse der Daten von PR in D2O deutlich größere Werte für 2 und 3
(Tab. 5.2). Diese Verlangsamung der Reaktionskinetik ist durch den kinetischen Isotopen-
eﬀekt infolge des H/D-Austausches in der Umgebung des Retinals bedingt. Darüberhinaus
sind die Unterschiede zwischen sauren und basischen Puﬀerbedingungen bei Messung in
D2O weitaus geringer als in H2O, weil der Eﬀekt oﬀensichtlich vom pH- bzw. pD-Wert
abhängt. Als kinetischer Isotopeneﬀekt einer Probe wird hier der Faktor angesehen, um
den sich die Werte von 2 und 3 beim Übergang von H2O auf D2O im Mittel vergrößern.
Im Sauren ergibt sich danach ein Isotopeneﬀekt von 1,6 und im Basischen  2;3 – also
ein wesentlich größerer Isotopeneﬀekt (vgl. Tab. 5.6, S. 137). Derzeit kann keine deﬁnitive
Erklärung dieses Befundes gegeben werden, denn es ist noch keine Struktur von PR mit
atomarer Auflösung bekannt, die den Rückschluss auf die beim Wechsel des pH-Wertes
auftretenden Veränderungen in der Umgebung des Retinals erlaubt. FTIR-Untersuchun-
gen konnten jedoch Wassercluster in der Retinalbindetasche von PR nachweisen und
zeigen, dass das dort vorliegende Wasserstoﬀbrückenbindungsnetzwerk pH-abhängig ist
[245, 246]. Insofern liegt die Vermutung nahe, dass Veränderungen dieser Wassercluster
oder der Stärke der Wasserstoﬀbrücke zwischen ihnen und der protonierten Schiﬀschen
Base die beobachtete pH-Abhängigkeit des Isotopeneﬀektes verursachen.
Es wird angenommen, dass die Reste Asp97 und Asp227 diese Wassercluster stabilisie-
ren. Entsprechend können weitere Untersuchungen an modiﬁziertem PR wie PR-D97N
oder PRD227N weitere Informationen über die Struktur der Retinalbindetasche und den
Einﬂuss auf die Photodynamk des Retinals liefern. Die Ergebnisse für PR-D97N liegen
bereits vor und werden im nächsten Abschnitt vorgestellt. Die Messungen an PRD227N
werden derzeit innerhalb der Arbeitsgruppe von Julia Herz durchgeführt [232].
5.3 Untersuchung der Primärreaktion von PR-D97N
Die zeitaufgelösten Messungen am PR in H2O und D2O deuten darauf hin, dass die in
der Retinalbindetasche vermuteten Wassercluster und das damit zusammenhängende pH-














Abbildung 5.13: Strukturformeln der Asparaginsäure (Asp, Einbuchstabencode: D) und des Asparag-
ins (Asn, Einbuchstabencode: N). Die übliche Bezeichnung Aspartat anstelle von Asparaginsäure gilt
streng genommen nur für die deprotonierte Form, also das Säureanion.
Um diesen Aspekt zu erforschen und weitere Einblicke in die Kontrolle der Isomeri-
sierungsreaktion zu erhalten wurde die Mutante PR-D97N in D2O-Puﬀer untersucht.
Bei dieser speziﬁschen Mutation wird das als primärer Protonenakzeptor angenommene
Aspartat (Asp97) durch ein Asparagin (Asn) ersetzt. Die beiden Aminosäuren unterschei-
den sich nur durch eine funktionelle Gruppe in ihren Seitenketten (Abb. 5.13). Aspartat
besitzt eine Carbonsäurefunktion, die in PR einen ungewöhnlich hohen pKS-Wert von
etwa 7,3 aufweist und deshalb im Alkalischen (pH>pKS(Asp97)) deprotoniert und im
Sauren (pH<pKS(Asp97)) protoniert vorliegt. Die Seitenkette der neutralen Aminosäu-
re Asparagin ist hingegen ein Säureamid, welches über einen weiten pH-Bereich nicht
deprotoniert werden kann. Entsprechend kann PR-D97N als Modell für PR im sauren
pH-Bereich angesehen werden, bei dem Asp97 protoniert und somit neutral vorliegt.
5.3.1 Probenpräparation
Auch die PR-D97N-Proben wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. Glaubitz von
Ingrid Weber hergestellt. Die Expression in Escherichia Coli und die Aufreinigung folgte
demselben Protokoll wie bei PR [242]. Weitere Details ﬁnden sich auch in [243, 269]. Die
Messungen wurden in einer neutralen D2O-Puﬀerlösung durchgeführt (500mM NaCl,
0,1% DDM, 20mM TRIS pD=7,4). Der Austausch der Puﬀerlösung des solubilisierten
PR-D97N erfolgte wieder mit Centriprep Zentrifugalﬁltern mit einer Durchlässigkeit von
10kD (Millipore, Schwalbach).
5.3.2 UV/vis-Absorptionsspektrum
Abbildung 5.14 zeigt die UV/vis-Absorptionspektren von PR-D97N in neutralen D2O-
und H2O-Lösungen sowie von PR in saurer und alkalischer Puﬀerlösung. Das Maximum
der Retinalabsorption in PR-D97N liegt bei etwa 550nm und ist damit rotverschoben
zu PR in saurer Umgebung. Die geringfügigen Unterschiede zwischen den Spektren der
Mutante in H2O und D2O sind vermutlich durch äußere Einﬂüsse wie unterschiedliche
Präparation, Puﬀerbedingungen oder Salzgehalt bedingt.
Eine von Thomas Köhler durchgeführte pH-Titration von PR-D97N zeigt wie erwartet,
dass die Absorptionsbande des Retinals über einen großen pH-Bereich unverändert bleibt
[270]. Das unterstützt die allgemein akzeptierte Annahme, dass der Protonierungszustand
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Abbildung 5.14: Absorptionsspektren von PR-D97N D2O und H2O im Vergleich mit PR bei verschie-
denen pD-Werten. Die Spektren wurden auf das Absorptionsmaximum des Retinals bei etwa 530nm
normiert und es wurde keine Streulichtkorrektur durchgeführt. Das in H2O aufgenommene Spektrum
wurde freundlicherweise von Thomas Köhler zur Verfügung gestellt [270].
von Asp97 für die bei PR beobachtete Verschiebung verantwortlich ist. Dementsprechend
wurden hier nur Messungen in neutralem D2O-Puﬀer (pD=7,4) durchgeführt.
5.3.3 Transiente Absorptionsspektroskopie im MIR-Bereich
Messbedingungen
Der experimentelle Aufbau und die gewählten Messbedingungen entsprechen der Messung
an Wildtyp-PR (Abschnitt 5.2.3, S. 110), sie werden daher nur kurz zusammengefasst.
Die Messungen erfolgten im referenzierten Modus unter Einsatz der Rotationsküvette
mit 50m Schichtdicke und bei paralleler Polarisation von Anregungs- und Abtastlicht.
Die Probenkonzentration wurde so eingestellt, dass sich im Absorptionsmaximum der
Retinalbande ein Wert von etwa 0,5 ergab. Um die direkte Vergleichbarkeit mit den
Ergebnissen an PR zu gewähren, wurde die PR-D97N-Probe ebenfalls bei 525nm angeregt,
die Pulsenergie betrug 150nJ. Der abgetastete Spektralbereich und die Abtastzeitpunkte
wurden entsprechend der Messung am Wildtyp gewählt.
Ergebnisse der Messungen
Wie in den 2d-Graﬁken in Abbildung 5.15 gut zu erkennen ist, entsprechen die transienten
Absorptionsspektren der PR-D97N -Probe weitgehend denen des Wildtyp-PR (vgl.
Abb. 5.4, S. 111). Die Interpretation der auftretenden Eﬀekte und die Zuordnung der
Probensignale zu den Schwingungsmoden des Retinals bzw. des Proteins erfolgt analog
und wird deshalb nur zusammengefasst dargestellt. Für weitere Details sei auf Abschnitt
5.2.3 ab Seite 111 hingewiesen.
Unmittelbar mit der Anregung entstehen die folgenden dominanten Diﬀerenzsigna-
le: 1530cm 1( ): ausgebleichte C=C-Streckschwingung des Retinals, 1510cm 1 (+):
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(a) Rohdaten, vollständig (b) Rohdaten, ab 0.3ps (c) globale Anpassung
Abbildung 5.15: Transiente Absorptionsänderung von PR-D97N nach Anregung bei 525nm bestehend
aus zwei Einzelmessungen. Die Zeitachse ist linear bis 1ps und logarithmisch für längere Verzögerungs-
zeiten. In (a) ist die PFID-Signatur vor dem Zeitnullpunkt sowie die um den Zeitnullpunkt dominierende
Kreuzphasenmodulation deutlich zu erkennen. In (b) wird nur der Zeitbereich ab 0,3ps dargestellt, was
zu einer etwas besseren Farbskala führt. Im Zeitbereich von 0,3ps bis 1,8ns wurde eine globale Analyse
durchgeführt. Das Ergebnis der globalen Anpassung mit 4 exponentiellen Zerfallsfunktionen wird in (c)
dargestellt.
C=C-Streckschwingung angeregter Retinale, 1629cm 1 ( ): ausgebleichte C=N-Streck-
schwingung der Schiﬀschen Base. Nach etwa 50ps ist bei 1660cm 1 wieder die Ausbildung
einer negativen Bande zu erkennen, was die Reaktion der AmidI-Mode des Protein-
rückgrats auf die Anregung des Retinals widerspiegelt. Die Diﬀerenzsignale sind bei
langen Verzögerungszeiten konstant und ähneln den mit anderen Methoden gewonnenen
Diﬀerenzspektren des K-Intermediates: PRK PR der D97N-Mutante [246, 249].
Mit einer Wellenzahl von 1530cm 1 ist die C=C-Streckschwingungsmode bei PR-
D97N verglichen mit PR bei pD=9,2 (1542cm 1) oder pD=6,4 (1540cm 1) deutlich
rotverschoben. Das ist nach der linearen Beziehung zwischen dem vis-Absorptionsmaxi-













































































































































Abbildung 5.16: Transienten ausgewählter Wellenzahlen und zerfallassoziierte Spektren der globalen
Analyse mit vier Zeitkonstanten von PR-D97N. Rohdaten sind als Kreise und die Kurven der globalen
Anpassung als Linien dargestellt.
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[247, 248], da auch die Absorptionsbande im sichtbaren Spektralbereich rotverschoben
zu der des Wildtyps ist. Auf der Zeitskala von einigen zehn Pikosekunden geht das
ursprüngliche Bleichsignal um etwa 80% zurück, dabei schiebt das Minimum um 10cm 1
auf 1540cm 1. Die Wellenzahl der positiven Bande der C=C-Mode schiebt ebenfalls
deutlich von 1508cm 1 auf 1521cm 1 bei gleichzeitiger Veränderung der Bandenform,
während der Wert der Absorptionsänderung im Maximum in etwa konstant bleibt. Die
gut aufgelösten Signaländerungen auf dem Maximum der Produktabsorption (1521cm 1)
sowie dem Minimum der ausgebleichten Grundzustandsbande (1530cm 1) werden in
Abbildung 5.16(a) dargestellt.
Der Messbereich von 1590cm 1 bis 1680cm 1 weist leider ein deutlich schlechteres
Signal-zu-Rausch-Verhältnis auf, was in der höheren Proteinabsorption in diesem Bereich
sowie ungünstigeren experimentellen Bedingungen in dieser Messung begründet ist. Daher
ist die Auswertung in diesem Spektralbereich mit größerer Unsicherheit behaftet, wie
man gut an den Transienten der im Folgenden genannten Diﬀerenzbanden nachvollziehen
kann (Abb. 5.16(b)). Das Bleichsignal der C=N-Streckschwingung bei 1629cm 1 geht
innerhalb von 100ps auf etwa 1/3 des urspünglichen Wertes zurück, dabei bleibt die
Bandenform und -lage erhalten. Das positive Signal bei 1605cm 1 ist vermutlich der C=N-
Schwingung angeregter Moleküle zuzuordnen und zeigt einen vergleichbaren Rückgang der
Amplitude ohne erkennbare Änderungen der Bandenform. Eine genauere Aussage lässt
sich wegen der sehr kleinen, gerade noch aufgelösten Absorptionsänderung nicht treﬀen.
Bei 1660cm 1 tritt unmittelbar nach der Anregung ene positive Absorptionsänderung
auf, welche zerfällt und nach etwa 50ps in eine negative Bande übergeht. Dieses verzögert
auftretende Bleichsignal wird der AmidI-Mode des Proteinrückgrats zugeschrieben.
Globale Analyse
Der Datensatz wurde für t > 0;3ps mit unterschiedlich vielen Zerfallskomponenten global
analysiert. Wie bei den Wildtyp-PR-Daten wurde mit der Anpassung einer Summe
aus vier Exponentialfunktionen, von denen eine auf den Wert 1 festgelegt wurde, die
optimale Modellierung der Daten erreicht. Die damit ermittelten Zeitkonstanten sind
in Tabelle 5.4 zusammengefasst und den Werten vom Wildtyp-PR bei pD=6,4 und
pD=9,2 gegenübergestellt. Außer einem deutlich größeren Wert von 1 bei PR-D97N
stimmen die Zeitkonstanten im Rahmen der Analysegenauigkeit für alle Messungen
an PR und PR-D97N überein. Dasselbe gilt für die zerfallassoziierten Spektren. Diese
gleichen bei PR-D97N weitgehend denen der globalen Analyse von PR, bis auf die bereits
erwähnte stärkere Verschiebung der C=C-Bande. Somit können die bei PR in Abschnitt
5.2.3 (ab S. 114) gemachten Ausführungen für die Interpretation herangezogen werden.
Diese werden hier zusammengefasst.
Die bei langen Verzögerungszeiten praktisch konstanten Diﬀerenzsignale werden durch
die Komponente 4 modelliert und entsprechen dem Diﬀerenzspektrum zwischen dem
K-Intermediat und dem Spektrum vor der Anregung von PR-D97N. In Anbetracht der
unterschiedlichen Messmethoden und Probenbedingungen stimmt es gut mit den ent-
sprechenden Tieftemperatur-FTIR-Spektren überein [246, 249]. Die auftretenden Signale
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Probe 1/ps 2/ps 3/ps 4
PR-D97N, D2O, pD=7,4 1,3 9 50 1
PR, D2O, pD=6,4 0,5 6 46 1
PR, D2O, pD=9,2 0,6 7 66 1
Tabelle 5.4: Zeitkonstanten aus der globalen Analyse der transienten IR-Spektren von PR-D97N im
Vergleich mit den entsprechenden Werten des Wildtyp-PR in saurer und basischer Puﬀerlösung.
können den zuvor beschriebenen Banden zugeordnet werden: C=C-Mode: 1521cm 1 (+)
und 1540cm 1 ( ), C=N-Mode: 1605cm 1 (+) und 1629cm 1 ( ), AmidI-Mode des
Proteinrückgrats: 1650cm 1 ( ).
Anhand ihrer DAS können die Zeitkonstanten 2 und 3 im Bereich der C=C- und der
C=N-Mode nicht mit der Bildung der Produktbanden in Verbindung gebracht werden.
Ihre spektrale Signatur wird durch negative Banden bei 1630cm 1 und 1529cm 1 domi-
niert und ähnelt den Bleichbanden am Zeitnullpunkt. Folglich tragen beide Komponenten
wesentlich zu einem Rückgang der instantanen Bleichsignale bei, also zu einer Wieder-
besetzung der ursprünglich ausgebleichten Zustände. Es ist anzunehmen, dass beide
Zerfallszeiten einen Kühlprozess modellieren, der sowohl in isomerisierten 13-cis als auch
nicht isomerisierten all-trans Retinalen nach dem Übergang vom elektronisch angeregten
in den Grundzustand stattﬁndet. Im Bereich der AmidI-Mode kann festgestellt werden,
dass die Komponenten 2 und 3 bei 1660cm 1 positive Amplituden aufweisen und damit
ebenfalls zur Bildung des negativen AmidI-Signals beitragen. Dies steht im Einklang
mit den Beobachtungen beim Wildtyp-PR, ist jedoch wegen des starken Rauschens in
diesem Spektralbereich mit größerer Unsicherheit behaftet.
Das zerfallassoziierte Spektrum der kürzesten Zeitkonstante 1 unterscheidet sich in
der spektralen Signatur deutlich von den drei übrigen. Das Minimum bei 1521cm 1
ist identisch mit dem Maximum der Produktabsorption (DAS zu 4 := 1). Außerdem
besitzt es als einziges positive Amplituden zwischen 1560cm 1 und 1542cm 1, die mit
zur Bildung negativer Produktsignale in diesen Bereichen beitragen. Deswegen wird der
Prozess zu 1 der Produktbildung, also der Isomerisierung des Retinals, zugeschrieben. Im
Bereich zwischen 1590cm 1 und 1680cm 1 gilt in Bezug auf die negativen AmidI und
C=N-Streckschwingungssignale des Produktes dieselbe Argumentation, nicht aber für die
positive Produktbande bei 1605cm 1. Aufgrund des starken Rauschen in dieser Messung
ergibt sich gerade für die Anpassung der kürzesten Zeitkonstante eine große Unsicherheit.
Deshalb ist eine genauere Analyse in Bezug auf das sehr kleine Diﬀerenzsignal bei
1605cm 1 nicht möglich.
5.3.4 Transiente Absorptionsspektroskopie im vis-Bereich
Messbedingungen
Die Messungen der transienten Absorption im sichtbaren Spektrum von PR-D97N in
D2O-Puﬀerlösung wurde zusammen mit den Experimenten am Wildtyp-PR von Mirka-
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Abbildung 5.17: Transiente Absorptionsänderung im vis-Bereich von PR-D97N nach Anregung bei
525nm. Die Zeitachse ist linear bis 1ps und logarithmisch für längere Verzögerungszeiten.
Kristin Verhoefen durchgeführt. Um die direkte Vergleichbarkeit der Datensätze für alle
Proben zu gewährleisten sollten alle unter identischen experimentellen Bedingungen
gemessen werden. Deshalb wurde der optische Aufbau zwischen den Messungen der
verschiedenen Proben nicht verändert oder nachjustiert und dementsprechend wurde die
PR-D97N-Probe nicht im Absorptionsmaximum der Retinalbande angeregt, sondern in
der Flanke bei 525nm. Die Präparation der Probe erfolgte wie wie bereits in Abschnitt
5.3.1 auf Seite 128 beschrieben, die Absorption der Probe in der Messzelle wurde auf einen
Wert von 0,5 bei der Anregungswellenlänge eingestellt. Alle weiteren experimentellen
Details können Abschnitt 5.2.4 ab Seite 118 entnommen werden.
Ergebnisse der Messungen
Die 2d-Darstellung der transienten Absorptionsänderungen von PR-D97N in D2O (Abb.
5.17) zeigt, dass dieselben charakteristischen Signale wie beim Wildtyp-PR auftreten (vgl.
Abb. 5.8, S. 119). Die unmittelbar am Zeitnullpunkt auftretenden dominanten Signale
sind dem Übergang in den elektronisch angeregten Zustands zuzuordnen, sie zerfallen
innerhalb von ca. 100ps. Das Bleichsignal des Grundzustands liegt zwischen 530nm
und 610nm. Auf der blauen Flanke wird es teilweise von der Absorption des angeregten
Zustands überlagert, die zwischen 430nm und 520nm als positives Signal zu erkennen ist.
Das Bleichsignal oberhalb von 650nm wird durch die stimulierte Absorption verursacht.
Sie zeigt – wie beim PR – ein im Vergleich zur Absorption des angeregten Zustands und
dem Grundzustandsbleichen verzögertes Erreichen der maximalen Amplitude. All diese
Signale zeigen die gleiche Zerfallskinetik, wie sich anhand der Transienten nachvollziehen
lässt (Abb. 5.18).
Bei langen Verzögerungszeiten wird das konstante PRK PR-Spektrum der Mutan-
te mit einem Maximum bei 618nm und einem Minimum bei 509nm beobachtet. Der
spektrale Überlapp zwischen der positiven Produktbande und der ausgebleichten Grund-
zustandsbande ist bei PR-D97N größer als bei PR. Aufgrund der Überlagerung beider





































































































































Abbildung 5.18: Transienten ausgewählter Wellenlängen und zerfallassoziierte Spektren der globalen
Analyse mit vier Zeitkonstanten von PR-D97N. Rohdaten sind als Kreise und die Kurven der globalen
Anpassung als Linien dargestellt. Das Spektrum der kürzesten Zeitkonstanten 1  0;2ps wird nicht
gezeigt.
Globale Analyse
Die globale Analyse des Datensatzes für t  0;15ps ergab eine optimale Beschreibung
der Daten durch eine Summe aus vier Exponentialfunktionen, wobei eine Zeitkonstante
auf den Wert 1 festgelegt wurde. Die ermittelten Zeitkonstanten sind in Tabelle 5.5
zusammengefasst, sie ähneln den für PR in D2O bei pD=6,4 bzw. den für PR-D97N
in H2O ermittelten Werten [269]. Erwartungsgemäß lassen sich die DAS (Abb. 5.18(c))
analog zu denen der PR-Datensätze interpretieren (vgl. Abschnitt 5.2.4, S. 120):
Die kürzeste Zeitkonstante 1 liegt im Bereich der Zeitauflösung, auf die Darstellung
und Zuordnung ihres zerfallassoziierten Spektrums wird daher verzichtet. Zur Anpassung
der Kurven an die Daten wird sie dennoch benötigt, da beispielsweise der verzögerte
Anstieg der stimulierten Emission mit dieser Komponente beschrieben wird.
Die DAS der Komponenten 2 und 3 zeigen beide den Rückgang der kurz nach
dem Zeitnullpunkt dominierenden Beiträge aus Absorption des angeregten Zustands,
Grundzustandsbleichen und stimulierter Emission. Folglich stellen sie die biexponentielle
Deaktivierung des elektronisch angeregten Zustands dar, wobei hier die langsamere
Komponente die größere Amplitude besitzt.
Probe 1/ps 2/ps 3/ps 4
PR-D97N, D2O, pD=7,4 <0,2 1,6 31 1
PR-D97N, H2O, pH=7,5 <0,2 1,4 20 1
PR, D2O, pD=6,4 <0,15 1,6 25 1
PR, D2O, pD=9,2 <0,15 0,7 21 1
Tabelle 5.5: Vergleich Zeitkonstanten aus der globalen Anpassung der transienten vis-Spektren von
PR-D97N in D2O und H2O mit denen des Wildtyp-PR in D2O. Die Daten für H2O wurden der Literatur
entnommen [269]
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Mit 4 = 1 wird wieder das konstante Signal bei langen Verzögerungszeiten angepasst,
das zerfallassoziierte Spektrum entspricht somit dem PRK PR-Diﬀerenzspektrum von
PR-D97N. Der spektrale Überlapp der Retinalabsorption im all-trans-Grundzustand mit
der Absorptionsbande des isomerisierten 13-cis-Retinals im K-Intermediat führt beinahe
zur Auslöschung beider Signale mit entsprechend geringen Diﬀerenzamplituden.
5.3.5 Diskussion
Die an PR-D97N durchgeführten Studien stellen eine Erweiterung der bisher vorgestellten
Messungen zur Aufklärung der Primärdynamik von Proteorhodopsin dar. Die ersten
Kurzzeitmessungen wurden an der solubilisierten PR-D97N-Probe in H2O durchgeführt.
Diese bestätigten bereits die Annahme, dass die Primärreaktion bei dieser Mutante
und bei PR mit protonierten Asp97 große Gemeinsamkeiten zeigen [269]. Weder die
transienten Spektren im infraroten noch die im sichtbaren Spektralbereich geben Hinweise
auf grundlegende Unterschiede zum Wildtyp. Daher können diese Messungen im Rahmen
des für PR entwickelten Reaktionsmodells interpretiert und mit den bekannten Daten
verglichen werden.
Kinetische Parameter
vis Die in der globalen Analyse ermittelten Komponenten gleichen denen von solubili-
siertem PR-D97N in H2O [269] und sie werden analog zu denen der Wildtyp-PR-Proben
interpretiert:
Direkt nach der Photoanregung relaxiert die S1-Population und das Wellenpaket
bewegt sich aus der Franck-Condon-Region. Dieser sehr schnelle Prozess wird durch die
Komponente 1 beschrieben. Die Zerfallszeit ist jedoch im Bereich der Zeitauflösung des
Experiments, daher können auf Grundlage der vorliegenden Daten keine weitergehenden
Aussagen gemacht werden.
Die zerfallassoziierten Spektren zu 2 und 3 sind einander sehr ähnlich. Beide Prozesse
modellieren die biexponentielle Depopulation des elektronisch angeregten Zustands über
die auf der S1-Potentialﬂäche verzweigten Reaktionskanäle. Beide Deaktivierungspfa-
de durchlaufen dieselbe konische Durchschneidung und populieren den elektronischen
Grundzustand des Retinals sowohl in der isomerisierten 13-cis- (K-Intermediat) als auch
in der ursprünglichen all-trans-Konﬁguration. Die Amplituden des DAS der langsameren
Komponente 3 sind hier größer als die der schnelleren 2, was auf die Bevorzugung
des langsameren Zerfallskanals hindeutet. Das ist auch bei PR im sauren pH- bzw.
pD-Bereich, also bei protoniertem und daher neutralem Asp97 der Fall – wo im übrigen
nahezu dieselben Zerfallszeiten auftreten (Tab. 5.5). Die globale Analyse der Daten
von PR-D97N in H2O lieferte ebenfalls ähnliche Zeitkonstanten und DAS wie die hier
präsentierte Messung in D2O, nur ist das Amplitudenverhältnis der DAS von 2 zu 3
gerade umgekehrt. Leider kann nicht geklärt werden, ob es sich tatsächlich um eine
sytematische Abweichung aufgrund des H/D-Austausches handelt, oder ob geringfügige
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experimentelle Unterschiede z.B. in der Probenpräparation oder Anregungswellenlänge
dafür verantwortlich sind.
Nach dem Abklingen aller Signale, die dem elektronisch angeregten Zustand zuzurech-
nen sind, bleibt das PRK PR-Diﬀerenzspektrum als konstante Absorptionsänderung
bestehen. Es wird durch die Komponente 4 = 1 angepasst. Eine Aussage zur Quan-
tenausbeute der Isomerisierung ist hier nicht möglich, weil die geringe Amplitude des
DAS zu 4 mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine höhere Auslöschung von positiver PRK-
und negativer PR-Bande in Folge des großen spektralen Überlapps zurückzuführen ist.
Bandenform und -position beider Anteile können jedoch nicht unabhängig voneinander
exakt bestimmt werden.
IR Die Analyse der transienten Infrarotspektren von PR-D97N liefert im Wesentlichen
dieselben Ergebnisse wie sie für PR schon erläutert wurden. Danach sind die Prozesse
zu 2 und 3 nicht mit der Produktbildung, also der Isomerisierung assoziiert, sondern
mit der Wiederbesetzung ausgebleichter Grundzustandsschwingungsbanden. Die Werte
dieser Zerfallszeiten sind für alle untersuchten Proben im Rahmen der Genauigkeit der
globalen Analyse identisch (vgl. Tab. 5.4, S. 132). Das erlaubt den Schluss, dass der
zugrundeliegende Prozess weder durch den Protonierungszustand von Asp97 beim PR
noch durch die bei PR-D97N eingeführte Mutation in der Retinalbindetasche beeinﬂusst
wird. Die zuvor für PR vorgenommene Zuordnung der Komponenten 2 und 3 zu
Kühlprozessen (vgl. Abschnitt 5.2.5 , ab S. 122) wird durch die Messung der PR-D97N-
Probe unterstützt und entsprechend übernommen.
Signaturen, die den Aufbau des auf langen Zeiten konstanten PRK PR-Spektrums der
Mutante modellieren, lassen sich nur im DAS der Komponente 1 identiﬁzieren. Auﬀällig
ist, dass dieser Wert bei PR-D97N (1 = 1;3ps) mehr als doppelt so groß ist, wie die bei
PR im Sauren (1 = 0;5ps) oder im Basischen (1 = 0;6ps) ermittelten Zeitkonstanten.
Das weist auf eine signiﬁkante Verlangsamung der Isomerisierungsreaktion infolge der
Mutation hin, während der Protonierungszustand von Asp97 bei PR keinen derartigen
Einﬂuss zeigt. Daraus ist zu schließen, dass die Kontrolle der Reaktionskinetik nicht nur
durch elektrostatische Wechselwirkungen innerhalb der Retinalbindetasche erfolgt. Es ist
anzunehmen, dass sehr viel komplexere Mechanismen eine Rolle spielen. Allerdings kann
nicht ausgeschlossen werden, dass ein Teil der Produktbildung sehr schnell erfolgt und
bereits innerhalb der Kreuzkorrelationszeit abgeschlossen ist. Darüberhinaus könnten
die experimentellen Bedingungen für eine Veränderung der initialen Reaktionskinetik
mitverantwortlich sein: PR-D97N wurde nicht im Absorptionsmaximum sondern in der
kurzwelligen Flanke der Retinalbande angeregt, so dass höher schwingungsangeregte
Zustände in der Franck-Condon-Region populiert wurden. Die höhere Überschussenergie
könnte mit der Bevorzugung anderer Reaktionspade im S1 verbunden sein.
Das DAS zu 4 = 1 entspricht – angesichts der unterschiedlichen Probenpräparationen
und Messbedingungen – den publizierten PRK PR-Diﬀerenzspektren von PR-D97N aus
Tieftemperatur-FTIR-Messungen. Aufgrund der im Vergleich zu PR stärker zu niedrigeren
Wellenzahlen verschobenen Bande der C=C-Mode des Retinals im all-trans-Grundzu-
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stand ist die Amplitude in diesem Bereich deutlich verringert. Insofern lässt sich auch
aus den Photoproduktspektren im infraroten Spektralbereich keine Quantenausbeute für
die Isomerisierung angeben.
Kinetischer Isotopeneﬀekt
Die im sichtbaren Spektralbereich ermittelten Zerfallszeiten 2 und 3 entsprechen der
Deaktivierung des elektronisch angeregten Zustands über einen verzweigten Reaktions-
pfad. Wegen des kinetischen Isotopeneﬀekts wurden bei allen untersuchten Proben in
H2O-Puﬀern deutlich kleinere Zeitkonstanten ermittelt, als in D2O-Puﬀern. Oﬀensichtlich
kann nur ein H/D-Austausch im Wasserstoﬀbrückenbindungsnetzwerk der unmittelbaren
Retinalumgebung die Deaktivierung des angeregten Zustands derartig stark beeinﬂussen.
So ergaben FTIR-Studien bereits Hinweise auf interne Wassermoleküle, die über Wasser-
stoﬀbrücken mit der protonierten Schiﬀschen Base und den Seitengruppen von Asp97
und Asp227 verbunden sind [245, 246].
Die relevanten Zerfallszeiten aller untersuchten Proben und die daraus errechneten
Faktoren sind in Tabelle 5.6 zusammengefasst, die Unterschiede zwischen den Proben
sind deutlich erkennbar. Dieser Befund legt folgende Erklärung nahe: Unter alkalischen
Bedingungen (Asp97 deprotoniert) katalysiert das Wassercluster bei PR die schnelle
Deaktivierung des angeregten Zustands. Der H/D-Austausch bewirkt in dem Fall eine
starke Verlangsamung der Reaktion, also einen großen Eﬀekt. Ist Asp97 bei PR im
sauren pH-Bereich protoniert oder bei PR-D97N durch ein Asparagin ersetzt, dann liegt
kein äquivalenter Wasserstoﬀbrückenbindungsakzeptor vor, das Wassercluster ist gestört
und der katalytische Eﬀekt herabgesetzt. Der H/D-Austausch hat in diesem gestörten
Netzwerk nur noch wenig Einﬂuss, der beobachtete kinetische Isotopeneﬀekt ist geringer.
Strukturelle Untersuchungen mittels 15N -Kernspinresonanzspektroskopie unterstützen
diese Thesen: Eine Veränderung der chemischen Verschiebung der Schiﬀschen Base bei
PR-D97N im Vergleich zu PR belegt die abgeschwächte Wechselwirkung der Schiﬀschen
Base mit der Umgebung im Fall der Mutante [240].
Auch für das archaeale Retinalprotein BR wurde die Existenz einer starken Wasser-
stoﬀbrückenbindung zwischen der protonierten Schiﬀschen Base und einem internen
D2O H2O
Probe 2/ps 3/ps 2/ps 3/ps hKIEi
PR, basisch 0,7 21 0,28 9,5  2;3
PR, sauer 1,6 25 1 16,2  1;6
PR-D97N 1,6 31 1,4 20  1;3
Tabelle 5.6: Kinetische Isotopeneﬀekte (KIE) der in dieser Arbeit untersuchten PR-Proben. Für die
Berechnung des KIE wurden für jede der Zeitkonstanten 2 und 3 jeweils der Quotient der in D2O und
H2O ermittelten Werte gebildet und danach gemittelt. Die Werte der Messungen in H2O wurden der
Literatur entnommen [238, 269].
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Wassermolekül (W402) im extrazellulären Halbkanal nachgewiesen. Es wurde ebenfalls
gezeigt, dass das Zusammenspiel der bei BR am Protonentransport beteiligten, stark
gebundenen Wassermoleküle bei der BRD85N-Mutante, dem Analogon zu PR-D97N,
stark gestört war [271].
5.4 Zusammenfassung und Ausblick
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Primärreaktion von PR in saurer und alkalischer
sowie von PR-D97N in neutraler D2O-Puﬀerlösung mittels transienter Spektroskopie im
sichtbaren und infraroten Spektralbereich untersucht.
Die im infraroten Spektrum auftretenden Veränderungen können den C=C- und
C=N-Schwingungsmoden des angeregten Retinals und der AmidI-Mode des Proteins
zugeordnet werden. Die durchgeführte globale Analyse ergibt vier Zerfallskomponenten,
die der Photoproduktbildung, molekularen Kühlprozessen und dem PRK PR-Spektrum
zuzuordnen sind. Die ermittelten Zerfallszeiten sind für alle Proben weitgehend identisch,
nur die Produktbildung (1) scheint bei PR-D97N deutlich verlangsamt zu sein. Mit
Hilfe der PRK PR-Diﬀerenzspektren von PR im Sauren und Alkalischen konnte die
Isomerisierungsquantenausbeute in beiden Proben verglichen werden: Im Rahmen der
Messgenauigkeit ist sie in beiden Fällen gleich. Die in transienten vis-Spektren ermittelten
Unterschiede in den Amplituden der PRK PR-Diﬀerenzspektren werden mit der pH-
abhängigen Verschiebung der Absorptionsbande des Retinals erklärt und stehen somit
nicht im Widerspruch zu den neuen Erkenntnissen.
Die im sichtbaren Spektralbereich aufgenommenen transienten Spektren von PR bzw.
PR-D97Nin D2O zeigen dieselben Merkmale wie die zuvor in H2O-Puﬀer aufgenommenen.
Die globale Analyse ergibt wieder vier Komponenten: Wellenpaketsbewegung aus der
Franck-Condon-Region, biexponentieller Zerfall des elektronisch angeregten Zustands
und das auf langen Zeiten konstante PRK PR-Diﬀerenzspektrum. Die ermittelten
Zeitkonstanten stimmen nicht mit denen der IR-Messungen überein. Insbesondere zeigen
sich bei der Analyse der Kinetik der drei gemessenen Proben deutliche Unterschiede,
was im IR nicht der Fall ist. In den beiden Spektralbereichen werden dementsprechend
komplementäre Informationen des Reaktionsverlaufes abgebildet.
Verglichen mit den vis-Messungen von PR und PR-D97N in H2O sind die Lebensdauern
des angeregten Zustands (2 und 3) bei D2O deutlich verlängert. Das stellt einen
kinetischen Isotopeneﬀekt infolge des H/D-Austausches in der Retinalbindetasche dar,
der allerdings für die einzelnen Proben unterschiedlich stark ausfällt. Dieser pH-abhängige
Isotopeneﬀekt wird mit dem Einﬂuss eines Wasserclusters in der Retinalumgebung erklärt,
das über eine Wasserstoﬀbrücke direkt mit der protonierten Schiﬀschen Base wechselwirkt
und bei protoniertem Asp97 und in PR-D97N gestört ist.
Insgesamt kann aus den Daten geschlossen werden, dass die Primärreaktion von
PR äußerst komplex ist und nicht nur durch die Elektrostatik sondern auch durch
das Wasserstoﬀbrückenbindungsnetzwerk innerhalb der Retinalbindetasche bestimmt
wird. Da das angenommene Wassercluster neben Asp97 auch durch Asp227 stabilisiert
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wird, sollten Untersuchungen der PRD227N-Mutante weitergehende Einblicke in diesen
Mechanismus gestatten. Diese Messungen werden zur Zeit von Julia Herz im Rahmen
ihrer Masterarbeit durchgeführt und die ersten Ergebnisse weisen auf einen geringen
kinetischen Isotopeneﬀekt wie bei PR-D97N hin und stützen so das entwickelte Modell
[232]. Gleichzeitig sind die ermittelten Lebensdauern des angeregten Zustands jedoch
noch kürzer als bei PR im basischen und zeigen keine signiﬁkante pH-Abhängigkeit. Zur
Erklärung aller inzwischen vorliegenden Messdaten werden daher weitere Verfeinerungen
des vorgeschlagenen Mechanismus der Reaktionskontrolle erforderlich sein.
Im infraroten Spektralbereich sollten weitere Messungen durchgeführt werden, bei
denen der Bereich der C–C-Mode um 1200cm 1 abgefragt wird. Hier kann eindeu-
tig die Isomerisierung abgebildet werden, während die bisher betrachteten C=C- und
C=N-Moden nur indirekt an diese Torsionskoordinate koppeln. Darüberhinaus könnten
polarisationsabhängige transiente Spektren und die daraus ermittelten Anisotropiepa-
rameter noch weitere strukturelle Informationen liefern, wie es in dieser Arbeit für ein
artiﬁzielles System demonstriert wird (vgl. Abschnitt 6.5.3, ab S. 186). Seit den ersten
Messungen an PR wurde die Infrarotmessapparatur wesentlich verbessert, so dass die
für diese Experimente erforderliche Stabilität und Sensitivität inzwischen routinemäßig
erreicht wird – wie aktuelle Experimente beweisen.
Trotzdem wird die Analyse der transienten IR-Spektren bei PR stets durch den ver-
gleichsweise langsamen biexponentiellen Zerfall des elektronisch angeregten Zustands
erschwert werden. So überlagern zum einen die Schwingungsmoden des S1-Zustands mit
denen von all-trans- und 13-cis-Retinalen im Grundzustand und zum anderen werden
durch den Zerfall des S1-Zustands laufend schwingungsheiße Retinale beider Konﬁgu-
rationen im Grundzustand erzeugt. Wie eine Messung ohne derartige Komplikationen
aussehen könnte, soll im Folgenden am Beispiel einer Messserie von ChR-24 demonstriert
werden.
Transiente IR Spektroskopie an ChR-2 Hier werden aktuelle Messungen am
eukaryotischen Retinalproteins ChR-2 präsentiert, diese werden aufgrund des bisherigen
Umfangs dieser Arbeit jedoch nicht mehr im Detail diskutiert. Die Experimente wurden
gemeinsam mit Mirka-Kristin Verhoefen durchgeführt, für weitere Informationen sei
daher auf ihre Dissertation verwiesen [258].
Die transienten Infrarotspektren wurden in drei benachbarten Spektralbereichen nach
Anregung im magischen Winkel bei 430nm mit einer Pulsenergie von 400nJ bei 50µm
Schichtdicke gemessen. Aufgrund der geringen Probenmenge betrug die Absorption
bei 450nm nur 0,15, dementsprechend sind die durch die Probendynamik verursachten
Diﬀerenzsignale sehr klein (A < 0;210 3) während das XPM-Signal am Zeitnullpunkt
etwa die doppelte Amplitude aufweist.
Trotz der kleinen Signale erkennt man unmittelbar nach dem Abklingen der kohärenten
Eﬀekte eine Vielzahl von Diﬀerenzbanden (Abb. 5.19), deren Zeitverhalten sich deutlich
von dem der PR-Proben unterscheidet. Dieser Unterschied liegt in der extrem kurzen
4ChR-2: Channelrhodopsin-2
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Abbildung 5.19: Transiente Absorptionsänderung von ChR-2 nach Anregung bei 430nm, bestehend
aus drei Einzelmessungen. Die Zeitachse ist linear bis 1ps und logarithmisch für längere Verzögerungszei-
ten. In (a) ist die PFID-Signatur vor dem Zeitnullpunkt sowie die um den Zeitnullpunkt dominierende
Kreuzphasenmodulation deutlich zu erkennen. In Abb. (b) wird nur der Zeitbereich ab 0,3ps darge-
stellt, was zu einer etwas besseren Farbskala führt. Abb. (c) zeigt transiente Spektren ausgewählter
Verzögerungszeiten.
Lebensdauer des angeregten Zustands von ChR-2 begründet, die nach transienten vis-
Messungen im Subpikosekundenbereich liegt.
Eine vollständige Bandenzuordnung ist derzeit nicht möglich, im Einklang mit der
Literatur [272, 273] und aufgrund der PFID-Signatur können dennoch die Bleichbanden
bei 1558cm 1 der C=C- und die bei 1635cm 1 der C=N-Mode zugeordnet werden.
Weiterhin wird wie bei PR eine negative Bande bei 1660cm 1 innerhalb der ersten
Pikosekunde nach Photoanregung gebildet, die vermutlich eine Reaktion des Proteins
auf die Isomerisierung des Retinals darstellt. Hierbei kann es sich um das Ausbleichen
der Schwingungsmode einer benachbarten Seitenkette oder eine lokale Strukturänderung
des Proteinrückgrats handeln. Die übrigen Signale sind vermutlich auf Seitenketten des
Proteins zurückzuführen.
Die bei PR auftretenden intensiven und innerhalb von einigen zehn Pikosekunden
stark schiebenden positiven Banden des Retinals treten hier nicht auf. Die Lage der
Diﬀerenzbanden erscheint vergleichsweise statisch und nach etwa 50ps bleibt das Photo-
produktspektrum praktisch konstant.
Insofern ist ChR-2 ein spannendes Untersuchungsobjekt, welches sich hervorragend für
die transiente IR-Spektroskopie eignet. Möglicherweise können die fs-IR-Daten sogar für
eine weitere Bandenzuordnung herangezogen werden. Aus der aufgezeichneten Dynamik
kann auf schnelle, lokale Strukturänderungen geschlossen werden, da große Änderungen
der Proteinstruktur nicht innerhalb dieser kurzen Zeitskala auftreten können.
Mit den zukünftigen Untersuchungen von ChR-2 und einer erweiterten Bandenzuord-
nung dürften sich in Hinblick auf die initialen Strukturänderungen des Retinals und
seiner Umgebung wichtige neue Erkenntnisse über den Isomerisierungsprozess und seine
Kontrolle durch das Protein ergeben. Diese könnten wiederum zu einem verbesserten
Verständnis dieser Kontrollmechanismen auch in anderen Retinalproteinen beitragen.
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Zu den Quellen gelangt man gegen den
Strom
(Stanislaw Jerzy Lec)
6.1 Einführung in photoschaltbare synthetische Peptide
Erste Experimente zur lichtgesteuerten Kontrolle von artiﬁziellen Peptiden durch azo-
benzolbasierte Photoschalter wurden 1995 von Fissi et al. veröﬀentlicht [274]. Ein in die
Seitenketten eines Polylysins eingebautes Azobenzolderivat erlaubte über die mit der cis-
/trans-Isomerisierung verbundenen Änderungen der Geometrie und des Dipolmoments
das Umschalten zwischen -Helix und -Faltblatt.
Eine wesentlich direktere Kontrolle der Peptidkonformation verfolgten Ulysse und
Chmielewski. 1994 stellten sie ein Azobenzolderivat vor, das durch Einführung von
Carboxy- und Aminofunktionen in der para-Position der Phenylringe eine photoschaltbare
künstliche Aminosäure darstellt [275]. Somit war es möglich, die Azobenzol-Gruppe in
das Rückgrat künstlicher Peptide zu integrieren und über die große Geometrieänderung
bei der Isomerisierung direkt die Konformation des Peptides zu beeinﬂussen. Ein Jahr
später wurde dies von derselben Gruppe demonstriert. Sie konnten in einem zyklischen
Peptid mit integriertem Azobenzolschalter lichtgesteuert zwischen einer gestreckten
Konformation und einer -Schleife wechseln [276].
Dieser Einbau in das Peptidrückgrat ermöglicht zusammen mit der ultraschnellen
Isomerisierung von Azobenzol auch die zeitaufgelöste Untersuchung struktureller Än-
derungen in kleinen Aminosäuresequenzen, da mit dem modiﬁzierten Schalter ein sehr
schneller Trigger zur Verfügung steht. Wachtveitl et al. beobachteten die Photodynamik
eines Azobenzolderivates, des 4-(40-Aminophenylazo)benzoats (APB), mittels Ultrakurz-
zeitspektroskopie im sichtbaren Spektralbereich und wiesen bereits auf die mögliche An-
wendung als Photoschalter hin [277]. Mittlerweile wurde diese für eine Reihe verschiedener
Peptide mit in das Rückgrat eingebauten Pseudoaminosäuren aus modiﬁzierten Azoben-
zolen demonstriert. Neben APB ist hier vor allem 4-(40-Aminomethylphenylazo)benzoat
AMPB zu nennen, wobei erstmals Informationen über die initialen Schritte der Peptid-
und Proteinfaltung in Hinblick auf Geschwindigkeit und Triebkraft der Reaktion erhalten
wurden [278–281].
Nachteil all dieser Experimente ist allerdings, dass die Aminosäuren im sichtbaren
Spektralbereich nicht absorbieren und sich aus den transienten UV/vis-Spektren keine
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direkten Aussagen über ihre Konformation ableiten lassen. Der Photoschalter Azobenzol
dient also gleichzeitig als Initiator und einziger Indikator der Reaktion. So erscheint
es nur naheliegend, die strukturellen Änderungen in lichtschaltbaren Peptiden mittels
transienter Infrarotspektroskopie zu verfolgen, was ebenfalls vielfach demonstriert wurde
[22, 282–284].
Ähnliche Ansätze werden beispielsweise in der Arbeitsgruppe von Prof. Andrew Woolley
verfolgt. Dabei wird der Photoschalter nicht ins Peptidrückgrat integriert, sondern die
Seitenketten zweier Aminosäuren werden durch ein Azobenzolderivat verbunden. Das hat
den Vorteil, dass die natürliche Peptidstruktur nicht durch eine artiﬁzielle Aminosäure
gestört wird und den Nachteil, dass die Konformationskontrolle nur indirekt erfolgt.
Es wurde beispielsweise gezeigt, dass sich die Seitenkettenverbrückung eignet, um die
Bildung einer -helikalen Struktur in einer kurzen Peptidsequenz zu induzieren [285].
Die dabei auftretenden Änderungen konnten später von Bredenbeck et al. in einem
Anreg-/Abtastexperiment mittels zweier gekoppelter Femtosekundenlaser im Zeitbereich
von 2ps bis 30s im Infraroten verfolgt werden [22].
Auf einen weiteren Überblick über die Verwendung von azobenzolbasierten Photo-
schaltern zur Peptidkontrolle wird verzichtet. Einen Eindruck über die Vielfalt der
Experimente, deren Randbedingungen und die daraus gewonnenen Informationen ﬁndet
man z.B. in den Übersichtsartikeln von Renner und Moroder [24] oder Woolley [286].
Während dieser Arbeit wurden beide angesprochenen Möglichkeiten verwendet: Das
untersuchte und im Folgenden präsentierte Modellcollagen verfügt über einen seitenket-
tenverbrückten Azoschalter. Daneben wurden aber auch die transienten Infrarotspektren
verschiedener wasserlöslicher zyklischer und bizyklischer Peptide aufgenommen, deren
Konformation über einen ins Rückgrat eingebauten Azoschalter beeinﬂusst werden kann.
Unter anderem handelte es sich um die Sequenzen cAMPB(H2O) und bcAMPB(H2O) aus
[281]. Diese Messungen wurden überwiegend zusammen mit Heike Staudt durchgeführt
und ausgewertet. Sie werden erst zusammen mit weiteren Messungen an vergleichbaren
Proben eine abgeschlossene Betrachtung und Interpretation ermöglichen. Deswegen –
aber auch in Anbetracht des Umfanges dieser Arbeit – wird auf die Darstellung dieser
Ergebnisse in dieser Dissertation verzichtet. In den nächsten Abschnitten wird eine allge-
meine Einführung in die Substanzklasse des Azobenzols und seiner Derivate präsentiert,
insbesondere die spektralen und photodynamischen Eigenschaften.
6.2 Azobenzole als Photoschalter
Azobenzol besteht aus zwei Phenylringen die über eine Azogruppe (–N=N–) miteinander
verbunden sind, wobei wegen der Doppelbindung zwischen den Stickstoﬀatomen zwei
Konﬁgurationsisomere (trans-AB und cis-AB, siehe Abb. 6.3(a) auf S. 156) auftreten.
Der systematische Name gemäß den Empfehlungen der IUPAC ist (E)-Diphenyldiazen
für das trans-Isomer und (Z)-Diphenyldiazen für das cis-Isomer [287, 288]. Für die hier
verwendeten Substanzen sind jedoch Verwechslungen ausgeschlossen, daher werden im
Folgenden ausschließlich die Bezeichnungen trans und cis sowie der Trivialname Azobenzol
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Abbildung 6.1: Anzahl der jährlichen Veröﬀentlichungen über Azobenzol. Die Zahlen sind das Ergebnis
einer Suche nach „Azobenzene“ in der Datenbank „ISI – web of knowledge“ [293].
(AB) verwendet. Als kleinste aromatische Azoverbindung ist es die Stammsubstanz
der Azofarbstoﬀe und wird aufgrund seiner intensiven orangen Färbung seit vielen
Jahrzehnten industriell eingesetzt.
Die Darstellung durch Reduktion von Nitrobenzol in alkalischer Lösung wurde bereits
vor über 150 Jahren von Mitscherlich beschrieben [289], allerdings blieb die Struktur –
insbesondere die Konﬁguration der Stickstoﬀdoppelbindung – noch lange ungeklärt. Im
Jahr 1937 entdeckte Hartley, dass trans-AB durch Belichtung in cis-AB überführt werden
kann und sich die beiden Isomere in Löslichkeit, Dipolmoment und Farbe unterscheiden
[290]. Die unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften der Isomere erlauben eine
chromatographische Trennung [291] und mittels Röntgenstreuung konnte schließlich
zweifelsfrei die Konﬁguration der beiden Stereoisomere aufgeklärt werden [292].
Ein Blick auf die Zahl der jährlichen Veröﬀentlichungen zeigt, dass das wissenschaftliche
Interesse zum Beginn der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts sprunghaft angestiegen ist
(Abb. 6.1). Das ist der Tatsache geschuldet, dass zusammen mit der rasanten Entwicklung
der Mikro- und Nanotechnik sowie der optischen Technologien ebenfalls das Interesse
an optisch manipulierbaren Materialien gestiegen ist und sich aus dem Azobenzol-
Grundgerüst durch Substitution an den Phenylringen eine ganze Familie von Farbstoﬀen
ableiten lässt. Diese häuﬁg ebenfalls als Azobenzole bezeichneten Derivate unterscheiden
sich je nach gewählter Substitution in ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften, so
dass sich für unterschiedlichste Anwendungen optimierte Moleküle herstellen lassen.
6.2.1 Strukturen des Azobenzols
Die genaue Struktur der trans- und der cis-Form des Azobenzols ist nicht eindeutig
geklärt, da sich Ergebnisse verschiedener Untersuchungen widersprechen.
Robertson hatte in Röntgenstrukturanalysen im Wesentlichen eine planare Struktur des
trans-AB erhalten, wobei es Hinweise auf eine Verkippung der Phenylringe gegen die N=N-
Bindungsachse von 15° gab. Folglich wurde für trans-AB zunächst eine planare Struktur
mit C2h Symmetrie angenommen [294, 295], was durch weitere Röntgenstreuexperimente
gestützt wurde [296, 297]. Erste Gas-Elektronenbeugungsversuche zeichneten jedoch ein
anderes Bild: die Phenylringe sollten hier um 30° gegen die N=N–C Ebene verkippt sein
[298]. Die Daten geben keine Auskunft über die Richtung der Drehung, so dass sich
für den Fall der Drehung der Phenylgruppen in dieselbe Richtung eine C2-Symmetrie
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und bei entgegengesetzter Drehung eine Ci-Symmetrie ergibt. Die Ci-Symmetrie wurde
auch in den jüngeren Röntgenbeugungsexperimenten für den Kristall [299, 300] sowie bei
quantenchemischen und DFT-Rechnungen für die Gasphase gefunden [301]. Anderereseits
ergaben neue Elektronenbeugungsexperimente [300] ebenso wie weitere quantenchemische
Rechnungen [302–304] die planare C2h-Symmetrie für die Gasphase.
Für cis-AB sind weniger experimentelle Daten vorhanden: erste Röntgenstrukturana-
lysen von Robertson ergaben eine zweizählige Symmetrieachse und eine Verkippung
der Phenylringe um etwa 50° zur N=N–C-Ebene [292], was zwei Jahre später auf 56°
korrigiert wurde [305]. Untersuchungen der spektralen Eigenschaften von Azobenol und
anderen Azoverbindungen gehen von einer C2v-Symmetrie aus [294, 295], wobei teilweise
nur die lokale Symmetrie an den Stickstoﬀatomen beachtet wurde. Die Auswertung von
Raman-Messungen und Rechnungen mittels Dichtefunktionaltheorie ergaben Winkel von
53,5° und eine C2-Symmetrie [301]. Spätere ab inito Rechnungen lieferten Winkel von
53,6° [303] oder auch 62° [304].
Entscheidend für viele Anwendungen des Azobenzols und seiner Derivate ist die große
Änderung der Molekülgeometrie durch die Isomerisierung. Die Angaben zu den Abständen
der Kohlenstoﬀatome in den para-Positionen der Phenylringe unterscheiden sich leicht,
jedoch liegen sie für trans-AB im Bereich von 9Å bis 11Å und für cis-AB im Bereich
von 5,5Å bis 7Å [23, 27, 296, 304–307]. Es ist also eine Änderung des Abstandes von
einigen Ångstrøm zu erwarten. Aus sterischen Gründen ist das trans-Isomer energetisch
günstiger, der Unterschied zwischen den Konﬁgurationen beträgt etwa 50kJ/mol, die
Aktivierungsenergie für die cis ! trans-Isomerisierung etwa 90kJ/mol [295]. Durch
Wärmezufuhr () kann man also stets das reine trans-AB erhalten, die Zeitkonstanten
für die thermische Rückisomerisierung bei Raumtemperatur liegen bei Stunden bis Tagen
(vgl. Abb. 6.3(b), S. 156).
6.2.2 Photochemie des Azobenzols
Die spektroskopischen Eigenschaften verschiedener organischer Azoverbindungen wurden
bereits vor Jahrzehnten von Rau verglichen und publiziert [294, 295]. Die UV/vis-
Absorptionsspektren des hier als Photoschalter eingesetzten Azobenzolderivates (Abb.
6.9(a), S. 166) stimmen gut mit denen von reinem Azobenzol in Dimethylsulfoxid (DMSO
[131] überein. Es wird daher davon ausgegangen, dass die für Azobenzol akzeptierte
Bandenzuordnung hier ebenfalls anwendbar ist.
Beide AB-Isomere besitzen eine schwache, unstrukturierte Bande mit einem Maximum
bei ca. 440nm, die dem S1(n) Übergang zuzuordnen ist. Diese ist für cis-AB etwa
dreimal größer als für trans-AB [294, 295], was auf den Auswahlregeln für optische
Übergänge und den gegebenen Molekülsymmetrien beider Konﬁgurationen beruht. Für
die C2v bzw. C2 Symmetrie des cis-Isomers ist der niedrigste n-Übergang optisch
erlaubt, während er für ein planares trans-AB mit C2h Symmetrie optisch verboten ist. Die
vergleichsweise hohe Absorption ist die Folge von Deformationen der planaren Struktur
und Kopplungen der elektronisch angeregten Zustände durch Molekülschwingungen [308].
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trans!cis cis!trans
Lösungsmittel S1(n) S2() S1(n) S2()
n-Hexan 0,25 0,11 0,56 0,27
Brom-Ethan 0,26 0,11 0,58 0,25
Ethanol 0,28 0,15 0,51 0,24
Wasser/Ethanol (4:1) 0,35 0,21 0,41 0,15
Tabelle 6.1: Abhängigkeit der Isomerisierungsquantenausbeute für Azobenzol vom Lösungsmittel und
der Anregungsenergie. Die Anregung in den S1(n
)-Zustand erfolgte bei 439nm, die in den S2(
)-
Zustand bei 317nm [311].
Die spektral deutlich getrennte S2 -Bande besitzt bei trans-AB ein Maximum bei ca.
320nm und bei cis-AB ein Maximum bei 290nm. Es handelt sich um einen -Übergang,
das größere Überlappungsintegral der Wellenfunktionen aus Grund- und angeregtem
Zustand ist verantwortlich für die im Vergleich zum S1(n)-Übergang erheblich stärkere
Absorption in diesem Bereich. Eine Schwingungsfeinstruktur dieser Bande wurde nur
bei der trans-Form nachgewiesen [295, 309]. Die beiden Absorptionsbanden sind relativ
unempﬁndlich auf die Polarität des Lösungsmittels [295].
Die Fluoreszenzquantenausbeute ist sehr klein und liegt für trans-AB zwischen 810 7
(S1(n)) und 3  10 5 (S2()) [310], Übergänge ins Triplettsystem oder andere
Reaktionen sind ebenfalls vernachlässigbar [311]. Deshalb wurde bereits früh vermutet,
dass der elektronisch angeregte Zustand durch interne Konversion in den Grundzustand
schnell und eﬃzient entvölkert wird, wobei mit hoher Wahrscheinlichkeit auch das jeweils
andere Isomer gebildet wird.
Die Isomerisierungsquantenausbeuten (Tab. 6.1) sind für die cis ! trans-Reaktion
allgemein größer als für trans ! cis. Außerdem sind sie abhängig von der Anregungs-
energie: Die Anregung des S1-Zustand besitzt verglichen mit dem S2-Zustand etwa
die doppelte Isomerisierungswahrscheinlichkeit, was auf unterschiedliche Reaktionspfa-
de und -mechanismen schließen lässt. Diese Abhängigkeit des Reaktionsverlaufes vom
photoangeregten Zustand stellt somit eine Ausnahme von Kashas Regel [60, 61] dar.
Diese besagt, dass die interne Konversion aus höher angeregten Zuständen so schnell
ist, dass alle photochemischen Prozesse unabhängig von der Anregungsenergie denselben
Ausgangszustand besitzen. Das ist hier oﬀensichtlich nicht gegeben.
6.2.3 Isomerisierungsmechanismus von Azobenzol
Der genaue Mechanismus der Isomerisierung ist auch heute noch Gegenstand kontro-
verser Diskussionen, wobei weder experimentelle noch theoretische Befunde zur einer
eindeutigen Klärung geführt haben. Mit 24 Atomen ergeben sich für AB 66 (3N   6)
interne Freiheitsgrade, so dass man nicht von der einen Reaktionskoordinate im Sinne
einer einfachen Geometrieänderung sprechen kann. Statt dessen ist zu erwarten, dass
sich verschiedene Koordinaten während der Photoreaktion verändern. Die beobachtete
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Isomerisierung stellt folglich den Mittelwert einer Ensemble-Messung von Trajektorien
auf der multidimensionalen Potentialenergieﬂäche dar. Ein Reaktionsmodell sollte also
alle experimentellen Befunde konsistent erklären und dabei die Frage beantworten, wel-
ches die größten bzw. wichtigsten Geometrieänderungen entlang dieses Pfades sind. Ein
Beispiel für einen komplexeren Reaktionspfad ist der Hula Twist Mechanismus [312] der
ebenso für Stilben [313] oder ProvitaminD [314] sowie für die cis-/trans-Isomerisierung
weiterer Diene bzw. Polyene wie Retinal in Bacteriorhodopsin [315] vorgeschlagen wurde.
Dabei handelt es sich um eine konzertierte Rotation um zwei benachbarte konjugierte
Doppelbindungen, wobei im Fall von trans-AB ein Stickstoﬀatom aus der Moleküle-
bene herausdreht und so eine Inversion des Phenylrings ermöglicht. Diese Bewegung
eines einzelnen Atoms war der Grund für die Namensgebung. Die experimentelle und
theoretische Veriﬁkation oder Falsiﬁkation dieser komplexen Trajektorien ist nur schwer
durchzuführen und es sind weitere Vereinfachungen notwendig. Beispielsweise kann man
die Untersuchung der Isomerisierung auf die Betrachtung der wichtigsten Freiheitsgra-
de reduzieren [295], wie es in Abb. 6.2 wiedergegeben wird. Hier wird zwischen drei
möglichen Reaktionsmechanismen unterschieden:
Rotation: Ein Phenylring rotiert um die N=N-Bindungsachse, dies ist mit einer großen
Bewegung dieser Gruppe durch das Lösungsmittel verbunden.
konzertierte Inversion: Beide Phenylringe drehen sich in der C–N=N–C-Ebene, so dass
ein linearer Übergangszustand eingenommen wird. Dabei wird von der Aufhebung
des Doppelbindungscharakters der Azogruppe im angeregten Zustand ausgegangen
[316].
Inversion: Eine der Phenylgruppen bewegt sich in der N=N–C-Ebene. Der Übergangs-
zustand ist semi-linear und die Bewegung ähnelt der Inversionsschwingung des
Ammoniak.
Selbst innerhalb dieses bereits stark vereinfachten Bildes konnte bislang noch keine
Einigkeit in Hinblick auf den Reaktionsmechanismus erzielt werden.
Experimentelle Arbeiten zur Isomerisierung von Azobenzol
Da im Rahmen dieser Arbeit nicht mit reinem Azobenzol gearbeitet wurde und der genaue
Mechanismus für die durchgeführten Untersuchungen eine untergeordnete Rolle spielt,
wird lediglich ein Überblick über die derzeitige Literatur geliefert. Eine übersichtliche
Zusammenstellung der Literatur bis zum Jahr 2000 ﬁndet sich in [317]. Zwar soll die
enorme Komplexität der zum Teil widersprüchlichen experimentellen und theoretischen
Arbeiten widergespiegelt werden, auf eine Wertung oder Bevorzugung des einen oder
anderen Modells wird jedoch bewusst verzichtet.
Die Arbeiten am Ende der 70er Jahren des letzten Jahrhunderts liefern nur indirekte
Informationen über die molekularen Vorgänge: Wegen der unstrukturierten Absorp-
tionsbanden und der sehr geringen Fluoreszenzquantenausbeute war eine genauere
spektroskopische Untersuchung der angeregten Zustände praktisch ausgeschlossen. Die











Abbildung 6.2: Mögliche Reaktionspfade für die Isomerisierung von Azobenzol nach Photoanregung
[295, 316]: 1. Rotation des Phenylringes um die N=N-Bindung, 2. konzertierte Inversion beider Phenyl-
ringe in der Ebene mit linearem Übergangszustand, 3. Inversion eines Phenylringes.
Ultrakurzzeitlaserspektroskopie zur direkten Verfolgung der Photoreaktion stand noch
nicht zur Verfügung, genauso wie die umfangreichen theoretischen Ansätze zur Berech-
nung angeregter Zustände oder die Simulation der Moleküldynamik.
Bortolus und Monti folgerten aus der Abhängigkeit der Isomerisierungsquantenaus-
beuten von der Anregungsenergie und der Polarität des Lösungsmittels, dass sich die
Mechanismen für die Deaktivierung des S1- und des S2-Zustands unterscheiden. Aus Un-
tersuchungen von triplett-sensibilisiertem Azobenzol schlossen sie, dass Triplettzustände
für die direkte Photoisomerisierung keine Rolle spielen [311].
Rau und Lüddecke untersuchten die Photoreaktion zweier Azobenzophane, für die
aufgrund ihrer zyklischen Verbrückung der Rotationskanal sterisch blockiert ist [318],
was genauere Aussagen über die Isomerisierungskoordinate ermöglicht. Es ergaben sich
identische Quantenaubeuten für S1(n)- und S2()-Anregung, die mit den Werten
für die S1(n)-Anregung von reinem Azobenzol übereinstimmen. Weiterhin unterschie-
den sich die UV/vis-Absorptionsspektren der rotationsgehinderten Azobenzophane im
Bereich der S2()-Bande von denen des Azobenzols, waren jedoch nahezu identisch im
Bereich der S1(n)-Bande. Daraus wurde abgeleitet, dass nach S1(n)-Anregung die
Isomerisierung durch Inversion erfolgt, während die Reaktion aus dem S1(n)-Zustand
die Rotation ebenfalls eine wichtige Rolle spielt. Diese Schlussfolgerung wurde später von
Rau und Yu-Quan weiter bestätigt, die vergleichbare Ergebnisse für die Isomerisierung
von Azobenzolen mit unterschiedlich großen Substituenten in ortho- und para-Position
fanden [319].
Erste Ultrakurzzeitexperimente am Ende der 90er Jahre ermöglichten schließlich
direkte Aussagen zur Moleküldynamik. 1996 präsentierten Lednev et al. transiente
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Absorptionsmessungen an trans-AB in Hexan nach Anregung in den S2()-Zustand
[320], wobei die beobachteten Dynamiken der Zustände auf der Basis des Potentialmodells
von Monti et al. interpretiert wurden. Zwei Jahre später wurden diese Experimente
mit verbesserter Zeitauflösung bei verschiedenen Anregungsenergien reproduziert und
die Interpretation weiter verfeinert [321]: Der S1(n)-Zustand zerfällt über interne
Konversion mit einer Zeitkonstanten von 2,5ps in den Grundzustand, wobei es auch zur
Isomerisierung entlang der Inversionskoordinate kommt. Bei kürzerwelliger Anregung in
den S1(n)-Zustand wurde eine zusätzliche Komponente mit   200fs beobachtet, die
der Schwingungsrelaxation im S1 zugeordnet wurde. Anregung in den S2()-Zustand
zeigte den sehr schnellen Aufbau eines Intermediates (  200fs), was der Bewegung
aus der Franck-Condon Region auf der S2-Fläche entlang einer Torsionskoordinate
zugeordnet wurde. Interne Konversion führte mit einer Zeitkonstanten von ca. 0,9ps aus
dem S2 in einen metastabilen Bereich der S1-Fläche, wobei sich die verdrehte Geometrie
deutlich von der bei direkter S1(n)-Anregung unterschied. Die Repopulationskinetik
des Grundzustands wurde mit  =15ps angegeben, wobei zum Mechanismus und den
Reaktionskoordinaten dieses Prozesses keine Stellung bezogen wurde. Der Vergleich
transienter Absorptionsmessungen an reinem Azobenzol und einem mit Azakronenether
verbrückten Azobenzol, für das die Rotation blockiert ist, bekräftigten das Modell dieser
dualen Photochemie weiter [322].
Nägele et al. führten vergleichbare Experimente mit trans- und cis-AB in Ethanol und
Anregung in den S1(n)-Zustand durch und kamen zu ähnlichen Ergebnissen [323]: Für
cis-AB wurde eine biexponentielle Kinetik mit 170fs und 2ps beobachtet, wobei die schnel-
lere Komponente dominiert. Eine ebenfalls beobachtete, stark wellenlängenabhängige
Zeitkonstante im Bereich von 10–20ps wurde als Kühlprozess heißer Grundzustandsmo-
leküle interpretiert. Das stimmt mit Ergebnissen transienter Spektroskopie im infraroten
Spektralbereich [62] sowie der direkten Bestimmung des Temperaturanstiegs aus der
Analyse akustischer Frequenzverschiebungen in Transient Grating Messungen [324] über-
ein. Die Zuordnung der langsamen Komponente zu Kühlprozessen wurde später auch
von zeitaufgelösten Raman Messungen an trans-AB bestätigt [325]. Die transienten
Absorptionsspektren im UV/vis-Bereich wurden von Satzger et al. für Azobenzol in
DMSO nach Anregung in den S1(n)-Zustand reproduziert. Dabei wurden ähnliche
Zeitkonstanten erhalten und der Vergleich der ebenfalls gemessenen, sehr schwachen
Emissionsbanden der Isomere lieferte weitere Informationen über die beteiligten elek-
tronischen Zustände [326]. Später wurden diese Experimente von derselben Gruppe mit
Ethanol als Lösungsmittel wiederholt und um die S2()-Anregung erweitert [327]. Für
die geringere Isomerisierungsquantenausbeute des S2-Zustands wurde die Möglichkeit
eines im Vergleich zur direkten S1(n)-Anregung geänderten Aufteilungsverhältnis
der Isomere durch den veränderten Startpunkt der Dynamik auf der S1-Fläche ebenso
diskutiert wie ein alternativer Reaktionspfad, der nach der Anregung direkt in den
Grundzustand zurückführt. Ein Hinweis auf die letzte Möglichkeit ergibt sich aus fs-
zeitaufgelösten Photoelektronenspektren, die Schultz et al. nach Anregung im Bereich
von 280nm bis 350nm aufgenommen haben [328, 329]. In diesem Bereich wurden zwei
Photoelektronenbänder ( und ) mit unterschiedlicher Lebensdauer gefunden und
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der Ionisierung aus dem S2() bzw. aus höheren Zuständen S3;4() zugeordnet. Diese
Zustände werden aufgrund der teilweise überlappenden Absorptionsbanden bei Anre-
gung des S2() ebenfalls populiert und relaxieren ohne Isomerisierung direkt in den
Grundzustand.
Erste zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen von trans-AB in Hexan nach Anregung in
den S2()-Zustand von Fujino et al. [310] und in den S1(n)-Zustand von Lu et al.
[330] ergaben qualitativ dieselben Zeitkonstanten wie die transiente Absorption. Fujino
et al. schlossen jedoch aus der Ähnlichkeit der Absorptions- und Emissionsbanden auf
ebenfalls planare Strukturen der emittierenden Zustände. Zusammen mit der aus ihren
experimentellen Befunden errechneten Quantenausbeute von 100% für den (S2 ! S1)
-Übergang wurde dies als Beleg gegen die Rotation als wesentliche Koordinate nach
S2()-Anregung gewertet. Lu und Mitarbeiter konnten aus ihren Messungen zwar
keine direkte Informationen über die strukturelle Dynamik ableiten, aber sie stützten
ihre Interpretation auf neuere Rechnungen auf CASSCF-Niveau [331] und in diesem
Modell erfolgt die Isomerisierung auf der S1-Fläche im Wesentlichen entlang einer
Rotationskoordinate.
Um zwischen Inversion- und Rotationspfad zu unterscheiden untersuchten Lu et al.
die transiente Emission von substituierten Azobenzolen mit ungehindertem bzw. von
Azobenzophanen mit unterschiedlich stark eingeschränktem Rotationsfreiheitsgrad [332].
Für alle Moleküle ergab sich nach Anregung des S2()-Zustands eine ultraschnelle
Relaxation in der Größenordnung der Zeitauflösung ( 100fs) zum S1-Zustand, was
als weiterer Hinweis gegen die Rotationsbewegung aus der Franck-Condon-Region ge-
wertet wurde. Die Lebensdauer des direkt angeregten S1(n)-Zustands verlängerte
sich jedoch für das stark rotationseingeschränkte Azobenzophan um den Faktor 10
gegenüber dem nicht eingeschränktem Azobenzolderivat, so dass hier die Bedeutung des
Rotationsfreiheitsgrades für die Deaktivierung des S1-Zustands oﬀensichtlich erschien.
Diese Interpretation steht jedoch im Gegensatz zu Messungen die Pancur et al. an
ähnlichen Systemen durchgeführt hatten [333, 334]: Sie untersuchten die transienten
Fluoreszenzsignale (trans ! cis) von reinem Azobenzol, von einem mit Azokronenet-
her überbrücktem und somit rotationsgehindertem Derivat sowie von einem letzteren
chemisch ähnlichen Derivat ohne Einschränkung der Rotation jeweils in Dioxan. Dabei
wiesen die beiden substituierten Azobenzole dieselbe Kinetik auf, die im Vergleich zu
reinem Azobenzol deutlich verlangsamt war. Demzufolge wurde die Bedeutung der Torsi-
onskoordinate für die Isomerisierung infrage gestellt und statt dessen die Inversion oder
ein komplexerer Mechanismus wie der hula twist favorisiert.
Chang et al. führten zeitaufgelöste Fluoreszenzanisotropiemessungen an trans-AB nach
Anregung in den S1(n)-Zustand durch und verglichen die Anisotropieabklingdauern
für verschiede Lösungsmittel [335]. Aus der schnelleren Depolarisation bei Hexan im
Vergleich zu Ethylenglykol wurde geschlossen, dass der Reaktionspfad von der Viskosität
abhängt: in niederviskosen Lösungsmitteln soll die Reaktion entlang einer Drehschwin-
gung der CNNC-Ebene erfolgen, bei hochviskosen Lösungsmitteln dagegen über eine
konzertierte Inversion. Dabei würden die S1 ! S0 Übergange durch unterschiedliche
konische Durchschneidungen, also bei unterschiedlicher Molekülgeometrie erfolgen.
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Nachteil aller bisher dargestellten experimentellen Daten ist der nur indirekte Zugang
zur Struktur. Aufgrund der breiten und unstrukturierten Banden für Absorption und
Emission im UV/vis Bereich können Änderungen der Molekülkonformation und somit der
Reaktionspfad und die wesentlichen Reaktionskoordinaten hier nicht aufgelöst werden.
Die vielfältig eingesetzten substituierten Azobenzole sind insofern kritisch zu betrachten,
als dass neben der Blockierung eines Reaktionspfades noch weitere Einﬂüsse wie die
Änderung der elektronischen Struktur, weitere sterische Einﬂüsse, Änderungen der
Lebensdauern der angeregten Zustände usw. zu berücksichtigen sind. Überdies wurde
die trans/cis-Isomerisierung beispielsweise auch bei Stilbenophanen nachgewiesen, die
nicht über die Möglichkeit einer Inversionsreaktion verfügen [336]. Daher muss die Frage
nach der Blockierung des Rotationspfades und der daraus gezogene Schluss auf die
Inversionsbewegung kritisch betrachtet werden. Auch hier lassen sich demzufolge nur
sehr indirekte Aussagen machen. Besser geeignet sind Methoden, die bereits inhärent
Strukturinformationen liefern und gleichzeitig eine hohe Zeitauflösung besitzen, um die
Änderungen der Konformation innerhalb der Lebensdauern der angeregten Zustände
aufzulösen – also Infrarot- und Ramanspektroskopie.
Biswas und Umapathy führten Resonanz-Raman Messungen an trans-AB im Bereich
der S1(n)-Bande durch und verglichen die gewonnenen Raman-Anregungsproﬁle mit
den Absorptionsspektren und der Simulation der Wellenpaketsdynamik [337]. Diese
Methode liefert keine Information über die Dynamik, aber über die Frequenzverschiebung
der einzelnen Raman-aktiven Schwingungsmoden nach der Anregung. Da die größten
Änderungen in den N=N und C–N Moden beobachtet wurden, wurde dies als Nachweis
für den Inversionsmechanismus gewertet, der hier erstmals direkt aus spektroskopischen
Daten erfolgte und etwas später durch weitere Messungen derselben Autoren bestätigt
wurde [338].
Stuart et al. nutzten ebenfalls die Analyse der Resonanz-Raman Intensitäten um daraus
die Dynamik von trans- und cis-AB in Ethanol nach Anregung in den S1(n)-Zustand
abzuleiten [339]. Während für trans-AB die stärksten Änderungen in der CNN-Beuge- und
den NN- und CN-Streckschwingungen bestätigt wurde, ergab sich für cis-AB ein anderes
Bild: Hier zeigte die Analyse große Änderungen ( 6°– 20°) für den CNNC-Diederwinkel,
aber nur kleine ( 3°) für den CNN-Bindungswinkel. Daraus wurde geschlossen, dass
nach S1(n)-Anregung trans-AB durch Inversion und cis-AB durch Rotation relaxiert.
Chowdary und Umapathy vervollständigten diese Arbeiten durch Auswertung der Re-
sonanz-Raman-Intensitäten und -Anregungsproﬁle und entsprechende Rechnungen für die
S2()-Anregung von trans-AB [340]. Für die Deaktivierung wurden zwei konkurrieren-
de Reaktionspfade vorgeschlagen: Der erste entspricht einer direkten internen Konversion
in den S1 ohne Rotationsbewegung. Der zweite führt entlang einer Rotationskoordinate
in einen kreuzenden Zustand S3 wie er zuvor in zeitaufgelösten Photoelektronenspektren
identiﬁziert wurde (s.o.) [328, 329]. Aus dem S3 heraus kommt es entweder zur direkten
Rückkehr in den Grundzustand S0 oder zur Population des S1.
Eine direkte Messung der Strukturdynamik wurde von Fujino und Tahara für trans-AB
in Hexan und Ethylenglykol veröﬀentlicht [325]. Sie analysierten transiente Resonanz-
Raman-Spektren mit Pikosekunden-Zeitauflösung nach Photoanregung bei 273nm in
1506.2 Azobenzole als Photoschalter
der kurzwelligen Flanke der S2()-Bande. Die beobachteten Stokes und anti-Stokes
Linien der teilweise isotopenmarkierten Proben wurden den Schwingungsfrequenzen der
beteiligten elektronischen Zustände (S2;S1;S0) zugeordnet. Aus der Ähnlichkeit der für
den S1- und den S0-Zustand erhaltenen Frequenzen der N=N-Schwingung wurde der
Doppelbindungscharakter dieser Bindung im angeregten Zustand gefolgert. Insgesamt
ergab sich folgendes Reaktionsschema: Nach Anregung in den S2()-Zustand kommt
es zur schnellen internen Konversio in den S1 (200fs), dabei ﬁnden keine größeren
Änderungen der Molekülgeometrie statt. Auf der S1-Fläche folgt darauf die Schwingungs-
relaxation und die Isomerisierung durch Inversion. Die bekannte Abhängigkeit der S1-
Lebensdauer von der Viskosität des Lösungsmittels wurde mit diesen Daten ebenfalls
nachgewiesen (1ps in Hexan und 12ps in Ethylenglykol). Nach Übergang in den
Grundzustand S0 liegen schwingungsangeregte Moleküle vor, die wiederum einen Kühl-
prozess durchlaufen. Die Abhängigkeit der Lebensdauer des S1-Zustands von der Art der
Anregung (S2() vs. S1(n)) wird durch die Schwingungsenergieumverteilung erklärt.
Diese ist langsamer ist als der Zerfall des direkt angeregten S1(n)-Zustands. Bei UV-
Anregung in den S2()-Zustand wird in transienten Absorptionsmessungen aufgrund
der Umverteilung der größeren Überschussenergie eine Verlängerung der S1-Lebensdauer
gefunden. Eine Isomerisierung durch Rotation wird unabhängig von der Art der Anregung
ausgeschlossen.
Saito und Kobayashi untersuchten die mit sub-10fs Pulsen induzierte kohärente Wel-
lenpaketsdynamik von Methylgelb (4-Dimethylamino)-Azobenzol) [341]. Dabei werden
die Schwingungsfrequenzen aus den Oszillationen der transienten Absorptionssignale
gewonnen: aufgrund der sehr hohen Zeitauflösung können so transiente Frequenzverschie-
bungen und ihre Phasenbeziehung bestimmt werden. Der spektral breite Anregungspuls
und die im Vergleich zu unsubstituiertem Azobenzol rotverschobene S2()-Bande
führten dazu, dass zu etwa 70% der S2()- und zu 30% der S1(n)-Zustand ange-
regt wurden. Die NN- und CN-Schwingungen wiesen eine dynamische Kopplung durch
niederfrequente Moden ( 65cm 1 bzw. 100cm 1) auf, die der CNNC-Torsion, also
der Rotationskoordinate, zugeordnet wurden. Fazit dieser Publikation ist, dass eine
getrennte Betrachtung von Rotation und Inversion aufgrund der Kopplung zwischen
beiden Schwingungsmoden prinzipiell keine hinreichende Modellierung liefern kann.
Theoretische Arbeiten zur Isomerisierung von Azobenzol
Neben den vielen – zum Teil widersprüchlichen – experimentellen Ergebnissen gibt es
auch zahlreiche theoretische Arbeiten zu dieser Kontroverse. Es werden jedoch nicht
immer alle experimentelle gefundenen Aspekte berücksichtigt, so dass die Klärung der
photochemischen Prozesse durch diese Arbeiten ebenfalls nur eingeschränkt möglich ist.
Erste ab inito Rechnungen wurden von Monti et al. durchgeführt [342]. Wegen der auf
der S2()-Fläche gefundenen Minima wurde angenommen, dass dieser Zustand über
interne Konversion sowohl wieder den ursprünglichen Grundzustand als auch den S1-
Zustand populiert und dass die Isomerisierung nur aus dem S1-Zustand heraus erfolgt.
Im Bereich der Grundzustandsgeometrien besitzen die Potentialkurven des S1(n)-
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Zustands entlang der Inversions- und Rotationskoordinaten einen steilen Gradienten,
was die Strukturlosigkeit der (n)-Bande in den UV/vis-Absorptionsspektren erklärt.
Über welchen Pfad die Reaktion bevorzugt abläuft konnte anhand der Rechnung nicht
entschieden werden, jedoch wurde die Beteiligung eines Triplettzustands ausgeschlossen.
Cattaneo und Persico berechneten die potentielle Energie der Rotations- und Inver-
sionspfade für die energetisch niedrigsten Zustände mittels CASSCF und CIPSI (ein
Multireferenz-Störungstheorie Algorithmus) [343]. Mit dieser Arbeit wurde das bis dahin
weitgehend akzeptierte Reaktionsmodell von Monti et al. zum großen Teil befürwortet:
die thermische cis ! trans Isomerisierung im Grundzustand erfolgt über die Inversion,
wahrscheinlich ebenso die Reaktion aus dem S1(n)-Zustand nach Photoanregung.
Allerdings konnte für die Deaktivierung des S1(n)-Zustands die Torsion nicht ausge-
schlossen werden. Für den S2()-Zustand wurde ein konischer Schnitt mit einem höher
angeregten Zustand identiﬁziert, der einen steilen Gradienten in der Torsionskoordinate
aufweist. Demnach ﬁndet zunächst der Übergang durch die konische Durchschneidung
statt, danach erfolgt die Isomerisierung durch Torsion auf der neuen Zustandsﬂäche. Der
Inversionsmechanismus für den Grundzustand wurde durch Molekulardynamiksimulatio-
nen von Ikegami et al. bestätigt [344].
Im Gegensatz dazu stehen verschiedene neuere Arbeiten, die alle die Bedeutung des
Inversionsmechanismus für die Photoreaktion anzweifeln:
Ishikawa et al. berechneten zweidimensionale Potentialenergieﬂächen für die niedrigsten
Zustände (S0, S1(n), S2(), S3(n22)) mit CASSCF und MRCISD, die sich deutlich
von den Kurven bei Monti et al. unterscheiden [331]. Für den S2()-Zustand wurden
Minima bei der trans- und cis-Konformation gefunden, so dass eine Geometrieänderung
auf dieser Fläche nicht stattﬁnden kann. Statt dessen soll es zur Konversion in den S1-
oder den S3-Zustand mit anschließender Isomerisierung kommen. Die Untersuchung
der S1-Fläche ergab nur eine konische Durchschneidung mit dem Grundzustand und
diese ist entlang des Rotationspfades lokalisiert. Daher wird hier die Inversion als
Deaktivierungsmechanismus des S1(n)-Zustands ausgeschlossen.
Gagliardi et al. kamen auf der Basis von MS-CASPT2 und TD-DFT Rechnungen zu
vergleichbaren Ergebnissen [345]. Auch hier wurde die kurze Lebensdauer des S2()-
Zustands durch die schnelle Deaktivierung über den kreuzenden, doppelt angeregten
S3(n22)-Zustand erklärt. Der Inversionspfad konnte weder im S2- noch im S1-Zustand
gefunden werden, jedoch ergaben sich weitere konische Durchschneidungen zwischen dem
S1(n)-, dem T1(n)- und dem Grundzustand, was mit dem Ergebnis von CASPT2-
Rechnungen derselben Gruppe übereinstimmt [304]. Demzufolge stellt der Triplettzustand
einen weiteren Deaktivierungspfad für den S1 dar.
Im Einklang mit diesen Studien und dem daraus gefolgerten Mechanismus berechne-
ten Conti et al. mit CASSCF und CASPT2 die kritischen Strukturen, Energieminima
und konischen Durchschneidungen sowie den Pfad minimaler Energie nach S2()-
Anregung [346]. Der doppelt angeregte S(n22)-Zustand wurde als der von Schultz
et al. mittels zeitaufgelöster Photoelektronenspektroskopie nachgewiesene S3;4-Zustand
[329] identiﬁziert. Es wurde eine Reihe von konischen Durchschneidungen in der Nähe
der Franck-Condon-Region von trans-AB gefunden, womit sich die unterschiedlichen
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Isomerisierungsquantenausbeuten erklären lassen. Mit dem so verfeinerten Reaktionsme-
chanismus konnten alle wesentlichen experimentellen Befunde zu Azobenzol und sterisch
gehinderten Azobenzolen inklusive der zeitaufgelösten Messungen erklärt werden.
Diau fand in CASSCF-Rechnungen entlang des Rotations-, Inversions- und konzertier-
ten Inversionspfades ebenfalls die Deaktivierung des S1(n)-Zustands über die Rotation
[316]. Zwischen dem S2()- und dem S1(n)-Zustand wurde jedoch eine konische Dur-
schneidung bei nahezu linearer Geometrie gefunden. Daher wird zusätzlich zur Rotation
auch die Möglichkeit einer konzertierten Inversion diskutiert. Allerdings wurden doppelt
angeregte Zustände nicht berechnet, so dass der in den anderen Veröﬀentlichungen stark
favorisierte Pfad nicht gefunden werden konnte.
Aber nicht nur CASSCF-Rechnungen stellen den Inversionsmechanismus infrage. Tiago
et al. nutzen DFT und TD-DFT zur Berechnung zweidimensionaler Potentialenergie-
ﬂächen von S1(n) und S0 [347]. Ciminelli et al. führten semiklassische Dynamiksimu-
lationen mit der semiklassischen Surface Hopping Methode für Azobenzol im S2()-
und S1(n)-Zustand für cis ! trans und trans ! cis durch und fanden nur den Ro-
tationspfad [348]. Toniolo et al. verglichen full multiple spawning und semiklassische
SH Methoden [349] und konnten die Ergebnisse bestätigen. Eine Übersicht über diese
Simulationen ﬁndet sich in [350]. Auch semiklassische Dynamiksimulationen mit der
Semiclassical Electron-Radiation-Ion Dynamics Methode, die für cis-AB von Sauer und
Allen [351] sowie für trans-AB von Dou et al. [352] durchgeführt wurden, deuten auf die
zentrale Rolle der Rotation als Isomerisierungsmechanismus und als Deaktivierungspfad
des S1-Zustands hin. Für trans-AB zeigte sich in der Simulation allerdings, dass sich bei
Rotation der CNN-Inversionswinkels vergrößert, was wiederum eine eﬃziente Rotation
verhindert. Deshalb wird eine inversions-unterstützte Rotation als Reaktionskoordinate
für trans-AB vorgeschlagen.
Crecca und Roitberg berechneten Potentialenergieﬂächen für reines Azobenzol und
verschieden substituierte Derivate entlang der Koordinaten für Rotation, Inversion und
konzertierte Inversion mit TD-DFT [353]. Es wurden ebenfalls keine Kreuzungen zwischen
S0 und S1 entlang der Inversionskoordinate identiﬁziert. Die berechneten Energieﬂächen
sprechen für eine Deaktivierung des direkt angeregten S1(n)-Zustands über die Rota-
tion, während die S2()-Anregung zur schnellen Relaxation in den S1 führt. Abhängig
vom Substituenten kann das Molekül dann bei ausreichender Überschussenergie über die
von Diau vorgeschlagene konzertierte Inversion oder nur entlang der Rotationskoordinate
relaxieren. Außerdem wurde der Einﬂuss der Substituenten an den Phenylringen auf
die thermische Isomerisierung im Grundzustand untersucht. Dabei zeigte sich, dass die
Grundzustandsbarriere für die Inversion durch elektronenschiebende Gruppen vergrößert
und durch elektronenziehende Gruppen verkleinert wird.
Zusammenfassend lässt sich sagen:
• Das von Monti et al. vorgeschlagene Modell – Relaxation aus dem S2 über Rotation
bzw. aus dem S1 über Inversion – war lange Zeit weitgehend akzeptiert und konnte
zunächst alle beobachteten Eﬀekte der Azobenzol-Photochemie erklären. Später
durchgeführte zeitaufgelöste Messungen standen damit im Einklang und auch
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Untersuchungen modiﬁzierter, sterisch eingeschränkter Azobenzole unterstützen
diesen Mechanismus.
• Der überwiegende Anteil der experimentellen Arbeiten und die daraus gezogenen
Schlussfolgerungen sind im Einklang mit dem von Conti et al. etablierten Reaktions-
modell. Diese können es jedoch aufgrund der nicht vorhandenen Struktursensitivität
weder direkt veriﬁzieren noch falsiﬁzieren.
• Die mit modiﬁzierten Azobenzolen durchgeführten Experimente sind insofern
ebenfalls kritisch zu betrachten. Denn neben der sterischen Einschränkung sind
stets weitere Einﬂüsse auf die elektronische Struktur und die damit verbundene
Änderung der Potentialﬂächen und Reaktionspfade zu berücksichtigen.
• Experimentelle Arbeiten konnten mittlerweile die Existenz und Bedeutung energe-
tisch dicht liegender, höher angeregter Zustände (S3;4) nachweisen. Diese wurden
nach neueren quantenschemischen Rechnungen doppelt angeregten Singulettzu-
ständen (S(n22)) zugeordnet, welche bei Monti et al. und in anderen, früheren
theoretischen Arbeiten unberücksichtigt blieben.
• Neuere Rechnungen mit unterschiedlichen Methoden postulieren nun ein anderes
Reaktionsmodell: Isomerisierung über Rotation im S1 und schnelle S2 ! S1
Relaxation über den kreuzenden, doppelt angeregten S(n22)-Zustand. Damit
lassen sich ebenfalls alle bis dato bekannten experimentellen Befunde erklären.
• Die thermisch getriebene cis ! trans-Isomerisierung im Grundzustand erfolgt
über Inversion, dabei hängt die Aktivierungsenergie und somit die Rate von den
vorhandenen Substituenten an den Phenylringen ab.
Eigenschaften substituierter Azobenzole
Wie bereits in den vorigen Abschnitten gezeigt wurde, beeinﬂussen Substituenten an den
Phenylringen über ihre elektronischen und sterischen Eigenschaften die Photochemie
ganz wesentlich. Dabei werden die Derivate typischerweise in drei Klassen eingeteilt, die
sich in spektralen und photochemischen Eigenschaften unterscheiden [27, 295, 354]:
Azobenzol-Typen entsprechen in ihren Eigenschaften dem unsubstituierten Azobenzol.
Das UV/vis Spektrum setzt sich aus der schwachen S1(n)-Bande im Sichtbaren
und der deutlich getrennten und größeren S2()-Bande im UV zusammen. Das
Spektrum zeigt nur eine geringe Abhängigkeit von der Polarität des Lösungsmittels
und die Substanzen ﬂuoreszieren nicht oder nur sehr schwach. Die Zeitkonstanten
für die thermische cis ! trans Rückreaktion bei Raumtemperatur liegen im Bereich
von Stunden.
Aminoazobenzol-Typen besitzen elektronenschiebende Gruppen an ortho- oder para-
Position (z.B. Aminogruppen, NH2). Diese führen zu einer Rotverschiebung der
S2()-Bande, so dass sie mit der S1(n)-Bande im sichtbaren überlagert. Die
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genaue Lage der Banden ist von der Lösungsmittelpolarität abhängig. Amino-
azobenzol-Typen können ﬂuoreszieren und ihre thermische Rückreaktion ﬁndet
typischerweise auf Minutenzeitskala statt.
Pseudostilben-Typen besitzen jeweils einen elektronenziehenden und -schiebenden Sub-
stituenten in der para-Position. Damit weisen sie eine stark asymmetrische Elek-
tronenverteilung auf (engl.: Push/Pull System), was zu einer so starken Rotver-
schiebung der -Bande führt, dass - und n-Übergang die Reihenfolge
tauschen können. Auch hier gibt es aufgrund des Ladungstransfer-Charakters eine
ausgeprägte Abhängigkeit des Spektrums von der Polarität des Lösungsmittels.
Einige der Pseudostilbene ﬂuoreszieren. Sie zeigen nach trans ! cis-Isomerisierung
eine schnelle thermische Rückreaktion im Sekundenbereich, was auf eine vergleichs-
weise geringe Energiebarriere im Grundzustand zwischen beiden Konﬁgurationen
hinweist. Auf diese Weise ermöglichen sie ein eﬃzientes, häuﬁges Schalten zwischen
beiden Isomeren. Die asymmetrische Ladungsverteilung führt darüber hinaus zu
interessanten optisch nicht-linearen Eigenschaften. Pseudo-Stilbene besitzen eine
rote Farbe und zu dieser Klasse gehören die meisten kommerziell erhältlichen Azo-
Farbstoﬀe.
Allen Typen gemein ist ihre reine, schnelle und eﬃziente Photochemie: Nach Photo-
anregung relaxieren sie nahezu ausschließlich über interne Konversion entweder in den
ursprünglichen Grundzustand oder in das Isomer, Nebenreaktionen oder Photobleichen
sind also allgemein vernachlässigbar. Die Lebensdauern der angeregten Zustände, die
Isomerisierungsquantenausbeuten und die thermische cis ! trans-Reaktionsrate werden
im Wesentlichen durch die elektronischen und sterischen Eigenschaften der Substituenten
beeinﬂusst. Damit lassen sich gewissermaßen maßgeschneiderte Azobenzolschalter für alle
möglichen Anwendungen synthetisieren. Im folgenden Abschnitt wird auf die Verwendung
von Azobenzolschaltern zur Aufklärung der Konformationsdynamik von Peptiden und
die dafür notwendigen Designkriterien eingegangen.
6.2.4 Vorüberlegungen zu Anreg-/Abtastexperimenten mit
Azopeptiden
Schon in der Einleitung wurde eine ganze Reihe unterschiedlichster Anwendungen von
Photoschaltern aufgezählt. In dieser Zusammenstellung wird deutlich, wie diversiﬁziert
die Familie der Azobenzolderivate ist. Ebenso vielfältig wie die Anwendungen sind die
Möglichkeiten verschiedene Eigenschaften zu optimieren. Beispielsweise kommt es für
optische Speichermedien oﬀensichtlich auf eine hohe thermische Stabilität der Isomere an
[37], während für die lichtgetriebene Ausrichtung von Farbstoﬀen, z.B. zur Erzeugung
optischer Anisotropien, genau das Gegenteil gewünscht ist [41].
Selbst innerhalb derselben Anwendung als Konformationsschalter lässt sich die Stabili-
tät in weiten Bereichen modulieren: Pozhidaeva et al. konnten photoschaltbare Peptide
mit seitenkettenverbrückten Azobenzolschaltern herstellen, wobei die thermische Stabili-
tät des cis-Isomers von den Substituenten abhängt. Die Halbwertszeiten liegen im Bereich
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(b) Energiediagramm des Azobenzols
Abbildung 6.3: Vereinfachtes Strukturmodell des Azobenzols und zugehöriges Energieniveaudiagramm
mit den wichtigsten Übergangsraten (aus: [27])
von 11s bis 43h [355]. Die Wahl der Substituenten beeinﬂusst neben der thermischen
Stabilität der Isomere im Grundzustand vor allem die spektralen Eigenschaften [356].
Daher stellt sich die Frage, welchen Anforderungen die Kombination aus Schalter
und Peptid für die hier geplanten Arbeiten genügen muss, bzw. welche Eigenschaften
zu optimieren sind. Die große Geometrieänderung nach der ultraschnellen cis ! trans-
(oder trans ! cis-) Isomerisierung des Photoschalters erzwingt eine neue Gleichgewichts-
konformation des Peptids. Die molekularen Bewegungen beim Einnehmen dieser neuen
Konformation sollen dann spektroskopisch mit hoher Zeitauflösung verfolgt werden. Für
eine eindeutige Zuordnung der Signale sollte – soweit möglich – entweder nur das trans-
oder nur das cis-Isomer angeregt werden.
Im Allgemeinen lässt sich das thermodynamisch stabilere trans-Isomer eines Azoben-
zolderivates durch thermische Relaxation im Dunkeln erhalten und das cis-Isomer kann
durch Belichtung hergestellt und dann chromatographisch abgetrennt werden. Beide
Möglichkeiten sind jedoch für die Ultrakurzzeitmessungen ungeeignet, da im Verlauf der
Messung durch das Anregungslicht allmählich das jeweils andere Isomer akkumuliert wird.
Ist die Messdauer groß und die Probenmenge klein kann es zu signiﬁkanten Änderungen
der Konzentrationen kommen.
Eine bessere Möglichkeit ist die Herstellung eines stationären Gleichgewichtszustands,
wobei die Störung des Gleichgewichtes durch das Messlicht vernachlässigt werden kann.
Aufgrund der Unterschiede im Absorptionsspektrum bietet sich die Dauerbelichtung mit
geeigneter Wellenlänge an, um eine stationäre Mischung mit erhöhtem cis- oder trans-AB
Anteil zu erhalten – man spricht hierbei von einem photostationärem Gleichgewicht. In
Abbildung 6.3 wird dieser Zusammenhang verdeutlicht.
Auf der Basis dieses Reaktionsmodells kann man folgende Vereinfachungen anneh-
men: Die Anzahl der Moleküle im angeregten Zustand, die thermische trans ! cis-
Isomerisierung und alle übrigen Reaktionen außer der Isomerisierung werden vernachläs-
sigt. Analog zum Massenwirkungsgesetz kann man nun für kontinuierliche Bestrahlung
mit der Wellenlänge  den zeitlichen Verlauf der Konzentrationen von trans-AB [ABtrans]
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und cis-AB [ABcis] für die Elementarreaktionen abschätzen:
d[ABcis]
dt





Dabei ist cis der Extinktionskoeﬃzient bei der verwendeten Wellenlänge, trans die
Isomerisierungsquantenausbeute und k die thermische Isomerisierungsrate von cis-AB.
Für trans-AB ist die Bezeichnung analog.
Im Gleichgewicht sind die Konzentrationen zeitunabhängig, somit können die Reak-
tionsgeschwindigkeiten für beide Richtungen gleichgesetzt werden. Bei ausreichend hoher
Beleuchtungsstärke kann man zusätzlich die thermische Relaxationrate k vernach-
lässigen und die erreichbaren Konzentrationsverhältnisse lassen sich direkt aus den
Absorptionsspektren abschätzen. Bei ausreichender Beleuchtungsstärke ist dies gegeben








Da es keine Bereiche gibt in denen nur eines der Isomere absorbiert, ist es nicht möglich
auf diese Art eine isomerenreine Lösung herzustellen, typische Werte liegen zwischen
70% und 90%. Ebenso ist bei der Messung davon auszugehen, dass je nach erreichtem
Konzentrationsverhältnis in transienten Spektren teilweise erhebliche Signalanteile auf
das unerwünschte Isomer zurückzuführen sind. Insofern bedeutet cis-AB überwiegend
cis-AB und trans-AB überwiegend trans-AB.
Erste Ansätze in der Arbeitsgruppe von Prof. Moroder basierten auf dem Photoschalter
APB, der in zyklische Peptide integriert wurde [357]. Die starre Struktur des Chromophors
ermöglichte die eﬃziente Kopplung von Schalterkonﬁguration und Peptidkonformation
[358]. Ultraschnelle Isomerisierung konnte für den in zyklische wie lineare Peptide
integrierten Schalter [278, 359] ebenso gezeigt werden wie zuvor für das isolierte APB-
Molekül [277]. APB besitzt allerdings einen starken Push/Pull-Eﬀekt und gehört somit zur
Gruppe der Pseudostilbene. Die spektrale Überlappung von S2()- und S1(n)-Bande
[131, 277] beider Konﬁgurationen hat zur Folge, dass stets beide Zustände angeregt werden
und außerdem trans- und cis-Isomer spektral nicht eindeutig zu trennen sind. Es ist also
nicht möglich im photostationären Gleichgewicht große Populationsunterschiede zwischen
den Isomeren zu erzeugen oder durch Wahl einer geeigneten Anregungswellenlänge nur
eines der Isomere anzuregen. Beim Einbau ins Peptid erstreckt sich das delokalisierte -
Elektronensystem der Azobenzoleinheit noch über die angrenzenden Peptidbindungen
hinaus, was zu einer Abnahme der Rotverschiebung im Vergleich zum isolierten Schalter
führt. Folglich lässt sich APB als Konformationsschalter in Peptiden einsetzen, allerdings
ist ein direkter Vergleich von isoliertem und eingebautem Schalter hier nicht möglich.
Besser geeignet ist das Derivat AMPB, bei dem eine Methylengruppe zwischen Phenyl-
und Aminogruppe das konjugierte -System unterbricht [279]. Mit nur gering verscho-
benen Absorptionsbanden gehört AMPB zur Gruppe der Azobenzol-Typen, was die
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Charakterisierung des isolierten Chromophors im photostationären Gleichgewicht und
damit den direkten Vergleich zu AMPB-Peptiden erlaubt [131]. Andererseits sind die
sterischen Einschränkungen für AMPB-Peptide weniger stark, was zu etwas mehr Flexibi-
lität und konformationeller Freiheit führt [360]. AMPB wurde zur Konformationskontrolle
der wasserlöslichen zyklischen Peptide eingesetzt, die hier jedoch nicht weiter vorgestellt
werden (vgl. S. 142).
Für die Experimente zur lichtgesteuerten Entfaltung eines Modellkollagens wurde von
Ulrike Kusebauch während ihrer Promotion in der Arbeitsgruppe von Prof. L. Moroder
ein neuartiger Azoschalter entwickelt. Dieser wird in Abschnitt 6.5 ab S. 164 vorgestellt
und hinsichtlich seiner spektroskopischen und thermischen Eigenschaften charakterisiert.
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Immer wieder behauptete Unwahrheiten
werden nicht zu Wahrheiten, sondern
was schlimmer ist, zu Gewohnheiten.
(Oliver Hassenkamp)
6.3 Einführung in das photoschaltbare
Collagen-Modellpeptid
Collagen ist das bei Wirbeltieren am häuﬁgsten vorkommende Protein, es ist z.B. in
Bindegewebe, Zähnen, Sehnen, Bändern, Knochen, Knorpeln und der Haut vorhanden und
kann bis zu einem Drittel der Gesamtmasse an Proteinen ausmachen. In den letzten Jahren
sind Collagene Gegenstand intensiver Forschung. Neben der reinen Strukturaufklärung
stellte sich dabei insbesondere die Frage nach ihrer besonderen Stabilität und Flexibilität.
Für eine Einführung und Übersicht ihrer charakteristischen Eigenschaften sei auf die
Reviewartikel von Brodsky und Persikov [361], Jenkins und Raines [362] sowie Berisio et
al. [363] verwiesen, im Folgenden werden nur die wichtigsten zusammengefasst.
Die Tertiärstruktur der Collagene ist einzigartig: drei parallele, linkshändige, Po-
lyprolin-II-ähnliche Helices winden sich um eine gemeinsame Achse und bilden eine
rechtshändige Superhelix, die Tripelhelix. Dieses Motiv erfordert eine charakteristische
Primärstruktur der Einzelstränge, die zwingend an jeder dritten Position ein Glycin
(Gly) enthält. Dieses zeigt ins Innere der Superhelix und ermöglicht so erst die dichte
Packung der Aminosäuren. Die Peptide bestehen also aus der Wiederholung der Sequenz
(Gly-Xaa-Yaa), dabei steht Gly für Glycin und Xaa und Yaa für die Aminosäuren in der
X- bzw. Y-Position des Tripletts, die zu einem großen Anteil aus Iminosäuren bestehen
[361].
Die Bausteine Xaa und Yaa stabilisieren die Gesamtstruktur über interne Wasser-
stoﬀbrückenbindungen sowie Wechselwirkungen der Seitenketten und ermöglichen die
Bindung von Rezeptoren, Liganden, Proteinen sowie die Vernetzung mit anderen Tri-
pelhelices. Bei Wirbeltieren sind nahezu ausschließlich L-Prolin (Pro) in der X- und
4(R)-Hydroxy-L-Prolin (Hyp) in der Y-Position anzutreﬀen. Die drei Einzelstränge sind
in der Superhelix jeweils um eine Aminosäure versetzt angeordnet, so dass sich für
das Triplett (Gly-Pro-Hyp) die stabilisierenden Wasserstoﬀbrückenbindungen jeweils
zwischen der Aminogruppe des Glycins und der Carbonylgruppe des Prolins ausbilden.
Abbildung 6.4 zeigt verschiedene Ansichten einer solchen Tripelhelix. In der ver-
einfachten Darstellung des Peptid-Rückgrats wird deutlich, wie sich drei linkshändige
Einzelhelices zur rechtshändigen Collagen-Tripelhelix zusammenfügen. Deren Kompakt-
heit erkennt man in der Stäbchendarstellung der Vorder- und Seitenansicht, wobei hier
die Wasserstoﬀatome der Übersichtlichkeit wegen weggelassen wurden. Die Superhelix
wird durch intermolekulare Wasserstoﬀbrückenbindungen zwischen den Carbonylgruppen
der Proline und den Aminogruppen der Glycine stabilisiert, diese sind in der Seitenansicht
als getrichelte Linien eingefügt.






Abbildung 6.4: Vorder- und Seitenansichten einer synthetischen, homotrimeren Collagen-Tripelhelix
mit der sich wiederholenden Sequenz (Pro-Hyp-Gly)n [364]. Gezeigt ist ein Ausschnitt von jeweils
sieben Aminosäuren. Die Kohlenstoﬀatome der drei Monomere sind in grau, cyan und grün dargestellt,
Stickstoﬀatome in blau und Sauerstoﬀatome in rot. Wasserstoﬀatome werden nicht gezeigt, jedoch sind
die Wasserstoﬀbrückenbindungen in der Seitenansicht (c) als gestrichelte Linien eingefügt.
Die Strukturdaten wurden der Proteindatenbank [365, 366] entnommen: www.pdb.org, PDB ID: 1V6Q
Typischerweise schließen sich Collagene zu Fibrillen zusammen, welche sich wiederum
zu größeren Einheiten anordnen und untereinander vernetzen können. Das erklärt die
besondere Festigkeit und Flexibilität des Bindegewebes und die Fähigkeit je nach Ver-
netzung Kräften in einer, zwei oder drei Dimensionen zu widerstehen. Trotz des relativ
einfachen Aufbaus der Primärsequenz zeigt sich also, dass die Aufklärung der Zusammen-
hänge zwischen Sequenz, Stabilität, Struktur und Funktion eine hochkomplexe Aufgabe
ist, die sich mit natürlichen Collagenen in voller Größe kaum untersuchen lässt. Ein sehr
erfolgreicher Ansatz ist die Arbeit mit synthetischen Peptidsequenzen, welche bereits die
charakteristische Superhelix ausbilden. Diese können als Modellsystem dienen, sind aber
dennoch klein genug um eine detaillierte Analyse bestimmter Aspekte zu erlauben. So
lassen sich die Auswirkungen von Modiﬁkationen der Sequenz auf Struktur und Stabilität
direkt beobachten. Mittels hochaufgelöster Röntgenstrukturanalyse können z.B. die
Hydratisierung der einzelnen Aminosäuren und ihre Wechselwirkungen untereinander
untersucht werden. Bei bekannter Struktur ergeben sich interessante Anknüpfungspunkte
für die Aufklärung weiterer Aspekte mit Hilfe von Molekulardynamiksimulationen oder
quantenchemischen Rechnungen.
Durch den Zusammenhang zwischen der räumlichen Struktur und der Funktion eines
Proteins ergibt sich stets die Frage nach dem zugrundeliegenden Faltungsmechanismus.
Für Collagen wurde ein reißverschlussähnlicher Bildungsmechanismus der Tripelhelix
vorgeschlagen. Dieser setzt ein, sobald sich die Einzelstränge am C-Terminus richtig
aneinandergelagert haben [367].
Eine besondere Rolle spielen dabei das Prolin und seine Derivate. Wegen des freien
Elektronenpaars am Stickstoﬀatom besitzen die C–N-Bindungen aller Peptidbindun-
gen einen partiellen Doppelbindungscharakter. Aufgrund der gehinderten Rotation um
diese Achse lassen sich die zwei Konﬁgurationsisomere cis und trans bzw. Z und E
unterscheiden. Dabei ist aus sterischen und elektronischen Gründen im Allgemeinen die
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trans-Konﬁguration stark bevorzugt. Die Energieunterschiede der beiden Konﬁgurationen
beruhen wesentlich auf den direkt benachbarten Atomen des Stickstoﬀs. Ausnahmen
stellen diejenigen Peptidbindungen dar, bei denen eine beliebige Aminosäure mit einem
N-terminalen Prolin verknüpft ist. Hier ist das Stickstoﬀatom zusätzlich an ein weiteres
Kohlenstoﬀatom des Prolin-Ringes gebunden (vgl. Abb. 6.28, S. 213). Deshalb sind die
Energieunterschiede zwischen beiden Konﬁgurationen wesentlich geringer als bei allen
anderen, natürlichen Aminosäuren und das trans-Isomer ist nur schwach bevorzugt.
Bei Lösungen von künstlichen Oligopeptiden treten entsprechend Mischungen beider
Konﬁgurationen auf. Der Übergang zwischen beiden Isomeren ist bei Raumtemperatur
jedoch kinetisch gehemmt, die Aktivierungsenergie liegt bei etwa 85kJ/mol [368, 369].
Da nur das trans-Isomer des Prolins die Bildung einer Tripelhelix zulässt, ist die Zeit-
skala der cis ! trans-Isomerisierung des Prolins der entscheidende Faktor bei der Faltung
künstlicher Modellcollagene. Untersuchungen von Systemen, die nur Peptidbindungen in
trans-Konﬁguration enthalten, zeigen sehr schnelle Faltungsreaktionen [370].
Um die zugrundeliegenden Mechanismen aufzuklären und einen Einblick in die Dyna-
mik der einzelnen Peptidbindungen zu bekommen, bietet es sich an, den Faltungsvorgang
mit zeitaufgelöster Spektroskopie direkt zu beobachten. Allgemein erfordert diese Metho-
de die synchronisierte Auslösung der Faltungsreaktion aller im Beobachtungsvolumen
beﬁndlichen Peptide und somit eine Störung des Systems, die die gewünschte Reaktion
bei einer ausreichenden Anzahl von Molekülen induziert. Untersuchungen der Colla-
genfaltung mittels Stopped-Flow-Messungen ergaben, dass die schnellsten Prozesse auf
Zeitskalen im Mikrosekundenbereich und darunter ablaufen [370] – sofern alle Proline
in trans-Konﬁguration vorliegen. Will man auch noch diese sehr schnellen Kinetiken
beobachten, so ist eine eﬃziente Störung des Gleichgewichtes auf noch kürzeren Zeiten
erforderlich. Gut geeignet hierfür sind laserinduzierte Prozesse, bei denen es nach Ab-
sorption eines kurzen Laserpulses zur schnellen Änderung der Temperatur (T-Sprung
Experimente, [59]), des pH-Wertes (Photosäuren) oder der Konzentration anderer Sub-
stanzen mit photolabilen Schutzgruppen kommt (caged compounds [166–168, 371], siehe
auch Kapitel 4), typischerweise liegt die Zeitauflösung dieser Experimente im Bereich
einiger Nanosekunden.
Um die Entfaltung eines Collagens mit noch höherer Zeitauflösung messen zu können,
wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. L. Moroder ein anderer Ansatz gewählt. Es wur-
de ein synthetisches collagenartiges Peptid hergestellt, dessen Einzelstränge über eine
Klammer aus einem Azobenzolderivat verfügen, welches als ultraschneller Konformati-
onsschalter fungiert. Die charakteristische Sequenz der Monomere ist (Gly-Pro-Hyp),
wobei zur Ankopplung des Azobenzolschalters zwei Proline durch Mercaptoproline sub-
stituiert wurden. Details zur Synthese ﬁnden sich in [372–374]. Die Primärstruktur
wurde so ausgewählt, dass eine stabile Tripelhelix besteht, falls die Azobenzolschalter
aller Einzelstränge im thermisch stabileren trans-Zustand vorliegen. Die lichtinduzierte
trans ! cis-Isomerisierung eines einzigen Schalters soll eine Störung der Konformation
erzeugen, die eine Entfaltung der Collagenhelix auslöst. Dieser Vorgang wird in Abb. 6.5
anschaulich dargestellt. Die Strukturen der Azoschalter und der Einzelstränge ﬁnden
sich in Abbildung 6.6. Mit NMR-Spektroskopie wurde nachgewiesen, dass die Konﬁgura-
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Abbildung 6.5: Illustration der Entfaltung des synthetischen Collagens nach trans ! cis-Isomerisierung
des Azoschalters. Die drei Einzelstränge sind in grün, blau und grau dargestellt, das Azobenzolderivat in
orange. Dieses Ergebnis einer molekularen Modellierung wurde freundlicherweise von Prof. L. Moroder
zur Verfügung gestellt.
tionsänderung des Azobenzols zu einem höheren Anteil an Monomeren führt. Außerdem
zeigen sich charakteristische Signale in CD- und FTIR-Diﬀerenzspektren, die als Hinweis
auf eine lichtinduzierte Entfaltung gedeutet wurden [373].
In dieser Arbeit sollten mit Hilfe der Ulrakurzzeitspektroskopie im infraroten Spekt-
ralbereich die ersten Schritte bei der Entfaltungsreaktion untersucht werden. Dabei
sollen Änderungen der Konformation des Peptidrückgrats sowie das Aufbrechen von
Wasserstoﬀbrückenbindungen identiﬁziert werden. Um die Dynamik des Modellcollagens
zu verstehen und von den Signalen des Azoschalters unterscheiden zu können, muss dieser
zunächst ebenfalls vollständig charakterisiert werden. Umfangreiche Untersuchungen



























Abbildung 6.6: Strukturen des isolierten Azoschalters (a) und eines Einzelstrangs des Azocollagens
(b). Der Azoschalter besitzt terminale Chlorgruppen, diese wurden für die Kopplung an das Peptid
zunächst gegen das reaktivere Jod ausgetauscht. Details zur Synthese ﬁnden sich in [372, 374]. Es werden
folgende Abkürzungen verwendet: Ac – Acetylgruppe, Gly – Glycin, Pro – Prolin, Hyp – Hydroxyprolin.
Wasserstoﬀatome werden nicht dargestellt.
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Abbildung 6.7: Infrarotspektren der verwendeten Lösungsmittel: die Messung von EG-d6:D2O erfolgte
unter denselben Bedingungen wie die in Abschnitt 6.6.2 vorgestellten FTIR Messungen. Das Spektrum
von DMSO-d6 wurde mit einer Schichtdicke von 220m aufgenommen und zum Vergleich entsprechend
skaliert, daher sind größere Absorptionswerte als ca. 0,7 artiﬁziell. Die Daten für DMSO-d6 wurden
freundlicherweise von Tobias E. Schrader, LMU München zur Verfügung gestellt.
L. Lorenz im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgeführt [375]. Die Ergebnisse wurden
freundlicherweise zur Verfügung gestellt.
Die gemessenen zeitaufgelösten Infrarotspektren können mit der bisherigen Interpreta-
tion bzw. dem bisherigen Reaktionsmodell jedoch nicht zufriedenstellend erklärt werden.
Deshalb wurden die stationären Spektren des Azocollagens im UV/vis- und IR-Bereich
einer erneuten detaillierten Auswertung unterzogen – insbesondere hinsichtlich ihrer
Temperaturabhängigkeit.
Aufgrund der dabei erhaltenen neuen Erkenntnisse wurde die Bandenzuordnung im
infraroten Spektralbereich vervollständigt bzw. verfeinert und schließlich die Interpreta-
tion der Signale in Bezug auf das Schmelzen der Collagentripelhelix korrigiert. Zunächst
werden die Voruntersuchungen und die Ergebnisse der fs-Infrarotmessungen für den
Azoschalter präsentiert und interpretiert und anschließend für das Azocollagen.
6.4 Lösungsmittel
Für einen direkten Vergleich von Azoschalter und Azocollagen müssten die Untersuchun-
gen unter identischen Bedingungen erfolgen, insbesondere in demselben Lösungsmittel.
Das ist jedoch nicht möglich: Zur Bildung der tripelhelikalen Struktur des Azocollagens
werden Lösungsmittelgemische aus Wasser und Alkoholen verwendet. Das für die NMR-
Untersuchung verwendete Gemisch aus deuteriertem Methanol und 0,1M Essigsäure
(4:1) [373] ist für die Infrarotspektroskopie aufgrund des niedrig siedenden Methanols
allerdings ungeeignet. Daher wurde für die zeitaufgelösten und statischen Untersuchungen
des Azocollagens ein Gemisch aus deuteriertem Ethylenglykol und D2O (EG-d6:D2O) im
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Verhältnis 1:1 benutzt. Bei der Verwendung dieser deuterierten Lösungsmittel ist der in
Abschnitt 2.3.2 (S. 9) beschriebene H/D-Austausch zu beachten.
Der isolierte Schalter lässt sich in EG-d6:D2O nicht in ausreichend hoher Konzentra-
tion lösen, er kann also nicht unter denselben Bedingungen gemessen werden. Für die
Charakterisierung des Azoschalters wurde daher deuteriertes Dimethylsulfoxid (DMSO-
d6) eingesetzt. Dies war auch bei den vorhergehenden Infrarotexperimenten der Fall
[373, 375]. Ein H/D-Austausch erfolgt hier nicht, da es sich bei DMSO um ein aprotisches
Lösungsmittel handelt.
Abbildung 6.7 zeigt die Absorptionsspektren der verwendeten Lösungsmittel im Be-
reich von 3500cm 1 bis 1000cm 1 bei einer Schichtdicke von 50m. Es lässt sich
gut erkennen, dass der Spektralbereich von 1300cm 1 bis 2000cm 1 in beiden Fällen
spektroskopisch zugänglich ist. Hier liegen charakteristische Absorptionsbanden vieler
funktioneller Gruppen, insbesondere auch der struktursensitiven AmidI, AmidII und
AmidIII Schwingungsmoden der Peptidbindung.
Alle Lösungsmittel wurden von der Fa. Deutero (Kastellaun, Deutschland) bezogen
und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.
6.5 Der Azoschalter
(a) trans-Konﬁguration (b) cis-Konﬁguration
Abbildung 6.8: Kugelstabmodell der optimierten Strukturen des Azoschalters: die trans-Konﬁguration
ist nahezu planar, bei der cis-Konﬁguration sind die Phenylringe gegeneinander verdreht wie beim
Azobenzol. Die Atome sind farbkodiert: weiß: Wasserstoﬀ, orange: Kohlenstoﬀ, blau: Stickstoﬀ, rot:
Sauerstoﬀ, grün: Chlor.
Das verwendete Azobenzolderivat wurde speziell für die Verwendung als Konforma-
tionsschalter des synthetischen Collagens entworfen und hergestellt. Kriterien waren
zum einen die Länge der Azobenzolklammer für die Ankopplung an die Mercaptoproline
der Peptideinzelstränge optimal anzupassen und zum anderen über eine relativ starre
Struktur eine möglichst gute Kopplung der Peptidkonformation an die Konﬁguration der
Azo-Doppelbindung zu erreichen [373]. Der vorliegende isolierte Schalter besitzt terminale
Chlor-Funktionen. Für die weitere Synthese des Azocollagens wurden diese zunächst
gegen das reaktivere Jod ausgetauscht, um die Kopplung an die Mercaptoproline unter
Abspaltung von HI zu ermöglichen.
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Der Aufbau des Azoschalters ist symmetrisch, die direkten Substituenten an den para-
Positionen der Phenylringe sind Carbonyl-Gruppen mit elektronenziehender Wirkung.
Damit gehört dieses Azobenzol-Derivat gemäß der Klassiﬁzierung auf Seite 154 zur
Gruppe der Azobenzol-Typen. Diese Einteilung wird auch durch die Absorptionsspektren
der Isomere bestätigt (Abb. 6.9(a)), die denen von reinem Azobenzol ähnlich sind.
Erwartungsgemäß ist das trans-Isomer thermisch stabiler und kann im Dunkeln zu
100% erhalten werden. Die thermische Rückisomerisierung erfolgt bei Raumtemperatur
auf der Zeitskala von Stunden [373].
Für beide Isomere wurden von PD M. Braun Geometrieoptimierungen und Frequenz-
analysen auf DFT-Niveau mit BLYP Funktional und 6.31G Basissatz durchgeführt
(Abb. 6.8). Der Abstand der Kohlenstoﬀatome in den para-Positionen der Phenylringe
beträgt danach in der cis-Konﬁguration 6,7Å und in der trans-Konﬁguration 9,2Å. Die
Angabe weiterer Abstände ist hier nicht sinnvoll, da der Einﬂuss des Lösungsmittels nicht
berechnet wurde und sich die Abstände durch leichte Änderungen der Bindungswinkel
dramatisch ändern können. Die erhaltenen Strukturen zeigen, dass die Isomerisierung
analog zum Azobenzol möglich ist und durch die Substituenten keine sterische Hinde-
rung vorliegt. Allerdings ist aufgrund der großen Substituenten eine Verlängerung der
Lebensdauer des elektronisch angeregten Zustands im Vergleich zu reinem Azobenzol
zu erwarten (siehe Abschnitt 6.2.3). Das wurde durch Ultrakurzzeitspektroskopie im
sichtbaren Spektralbereich bestätigt [375].
6.5.1 Experimentelle Bedingungen
Sofern nicht anders beschrieben wurden alle Messungen des Azoschalters bei einer
Konzentration von etwa 10g/l (25mM – 30mM) in DMSO-d6 aufgenommen. Diese
hohe Konzentration ist für die Messungen im infraroten Spektralbereich erforderlich. Die
Kontrollexperimente im UV/vis-Bereich wurden deshalb unter denselben Bedingungen
durchgeführt.
Die UV/vis-Absorptionsspektren wurden mit einem Specord S 100 Spektrometer der
Firma Analytik Jena (Jena, Deutschland) gemessen. Dazu wurde dieselbe Küvette mit
einer Schichtdicke von 50m eingesetzt, die auch für die zeitaufgelösten IR-Messungen
benutzt wurde.
Die Absorptions- und Diﬀerenzspektren beider Isomere des Azoschalters im infraro-
ten Spektralbereich wurden zuvor von L. Lorenz gemessen [375]. Konzentration und
Schichtdicke der Probe sind vergleichbar, die Messung erfolgte in Transmission mit
einem Vector 22 FTIR-Spektrometer der Firma Bruker und einer Küvette mit 50m
Schichtdicke.
Die photostationären Gleichgewichtszustände wurden mit der in Abschnitt 3.1.4
vorgestellten Belichtungseinheit eingestellt. Für die Anreicherung des cis-Isomers wurde
eine Kombination der Farbglasﬁlter WG320 und UG1 verwendet, was zur Selektion der
Quecksilberlinie bei 365nm führt. Die Präparation des trans-Zustands erfolgte durch
Belichtung bei 436nm mit einer Filterkombination aus GG420 und BG3. Die Spektren
der Belichtungseinheit ﬁnden sich in Abbildung 3.9(b) auf Seite 45.
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Zur Erzeugung des Anregungslichtes wurde die SFG verwendet. Für die Anregung des
trans-Isomers wurde der NOPA auf eine Wellenlänge von 640nm eingestellt, entsprechend
einer SFG bei 350nm. Für die Anregung des cis-Isomers wurde der NOPA im nahen
Infrarot bei 940nm betrieben, was zu SFG bei 425nm führt. Die normierten Spektren
der Anregungspulse sind ebenfalls in Abb. 6.9(b) eingezeichnet.
Für alle hier vorgestellten Datensätze war es nötig, Messungen bei verschiedenen,
teilweise überlappenden Abtastwellenzahlbereichen durchzuführen. Um eine möglichst
gute Vergleichbarkeit dieser Einzelmessungen untereinander zu gewährleisten, konn-
ten keine Referenzspektren des reinen Lösungsmittels oder eines ZnSe-Substrats unter
identischen Bedingungen aufgenommen werden: Denn dazu müsste der mit trockener
Luft gespülte Bereich des Aufbaus geöﬀnet und die Probenzelle ausgetauscht werden.
Der anschließend erforderliche Spülvorgang sowie die beim Öﬀnen des Kastens erzeug-
ten (Temperatur-) Instabilitäten führen zu langen Verzögerungen und experimentellen
Unwägbarkeiten. Ohne diese Daten kann die in den Einzelmessungen erreichte Zeitauflö-
sung nicht exakt bestimmt werden. Messungen unter ähnlichen Bedingungen ergeben
Kreuzkorrelationsbreiten von  0;4ps.
6.5.2 Spektrale Charakterisierung und Voruntersuchungen
Im Folgenden werden die Absorptions- und Diﬀerenzspektren im sichtbaren und in-
fraroten Spektralbereich vorgestellt und die Bedingungen für die Einstellung eines
photostationären Gleichgewichtes von trans- und cis-Isomer erläutert.
UV/vis-Absorptionsspektren

























W ellenl￿nge / nm
(a) Absorptionsspektren der reinen Isomere des
Azoschalters im HPLC-Eluenten [374]
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(b) cis ! trans-Diﬀerenzspektrum in DMSO-d6
und Anregungspulse
Abbildung 6.9: In (a) sind die Spektren der trans- und cis-Isomere des Azoschalters nach Trennung
mittels analytischer HPLC aus [374] gezeigt. In (b) wird das cis ! trans-Diﬀerenzspektrum der
photostationären Gleichgewichte unter den Bedingungen für die transiente IR Spektroskopie zusammen
mit den Spektren der verwendeten Anregungspulse dargestellt. Aufgrund der hohen Konzentrationen
sind die gemessenen Absorptionsdiﬀerenzen für  < 240nm artiﬁziell (vgl. Abb. 6.10(a)).
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(a) Absorptionsspektren unter Dauerbelichtung
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(b) Beobachtete Kinetiken und angepasste mono-
exponentielle Zerfälle
Abbildung 6.10: Einstellung des photostationären Gleichgewichtes mit Anreicherung des trans-Azo-
schalters. In (a) sind die Spektren im zeitlichen Abstand von 2min gezeigt, in (b) die bei 260nm und
330nm beobachteten Kinetiken. Die für die IR-Messungen erforderliche hohe Konzentration führt zu
Artefakten.
In Abb. 6.9(a) sind die Spektren des reinen trans- bzw. cis-Azoschalters gezeigt.
Die Spektren wurden den im Internet veröﬀentlichten Hintergrundinformationen [374]
der Referenz [373] entnommen. Die Auftrennung der beiden Isomere erfolgte dabei
chromatographisch mittels HPLC nach der Präparation eines Isomerengemisches in
DMSO durch Belichtung der trans-Form. Anschließend wurden die Spektren direkt
im HPLC-Eluenten aufgenommen. Sie ähneln erwartungsgemäß denen von Azobenzol,
die deutlich getrennten n- und -Banden des cis- bzw. trans-Isomers erlauben die
bevorzugte Anregung eines Isomers.
Das cis ! trans-Diﬀerenzspektrum (Abb. 6.9(b)) wurde unter den Bedingungen für
die transiente IR-Diﬀerenzspektroskopie aufgenommen. Wegen der hohen Konzentration
zeigt es im Bereich unter 240nm unphysikalische Werte, die hohe Absorption verhindert
dort eine zuverlässige Messung (vgl. Abb. 6.10(a)). Weitere Unterschiede im Vergleich
zum Spektrum der aufgereinigten Isomere sind auf die unterschiedlichen Lösungsmittel
beider Experimente zurückzuführen.
Photostationäre Gleichgewichte
Weil nur geringe Probenmengen zur Verfügung standen, konnte in den zeitaufgelösten
Messungen nur die Rotationsküvette eingesetzt werden. Testmessungen bestätigten, dass
bei diesem kleinen Probenvolumen die Verschiebung des cis/trans-Gleichgewichtes durch
das Anregungslicht nicht mehr vernachlässigbar ist. Diese Störung muss durch kontinuier-
liche Belichtung während der Messung kompensiert werden, so dass die Konzentrationen
von cis- und trans-Isomer konstant bleiben.
Kann man die thermische Relaxation gegenüber der lichtinduzierten Reaktion ver-
nachlässigen, wird die Lage des photostationären Gleichgewichtes durch die Isomerisie-
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rungsquantenausbeute und die Extinktionskoeﬃzienten der Isomere bestimmt (Gleichung
6.2, S. 157). Eine weitere Steigerung der Beleuchtungsintensität bewirkt also keine
Konzentrationsänderung mehr, jedoch steigt die Isomerisierungsrate und damit die
Wahrscheinlichkeit für unerwünschte Nebenreaktionen. Besonders wichtig ist das für
die Messungen am Azocollagen, da die trans ! cis-Isomerisierung des Azoschalters
eine Reaktion in einem komplexen System gekoppelter Gleichgewichte darstellt. Weitere
Reaktionen sind die Entfaltung des Collagens zu den Monomeren und die trans/cis-
Isomerisierung der Proline in den Monomeren. Die Bildung der Collagentripelhelix durch
Selbstassoziation erfolgt nur, falls die Proline alle in trans-Konﬁguration vorliegen. Ent-
sprechend könnte bereits die Dauerstrichbelichtung zu einer deutlichen Verschiebung
dieses Gleichgewichtes zugunsten der Monomere führen. Deshalb muss die Bestrahlung
mit der geringst möglichen Intensität erfolgen, um die Degeneration der Probe durch die
Dauerbelichtung zu vermeiden oder zumindest zu verringern.
Zunächst wurde bestimmt, mit welcher Beleuchtungsintensität die Einstellung und
Erhaltung des photostationären Gleichgewichtes noch gewährleistet ist. Dazu wurde eine
Probenküvette in den Strahlengang des UV/vis-Spektrometers eingebracht und mittels
der Belichtungseinheit unter denselben Bedingungen wie in der Femtosekundenanlage
beleuchtet. Die Einstellung des Gleichgewichtes konnte dann durch Aufzeichnung der
Absorptionsspektren im zeitlichen Abstand von 15s in Echtzeit beobachtet werden.
Abbildung 6.10 zeigt die Präparation des trans-angereicherten Zustands unter den
optimierten Bedingungen. Die UV-Intensität wurde dabei durch einen Neutralglasilter
(OD=1,0) um 90% abgeschwächt, der zusätzlich zu den Farbglasﬁltern eingesetzt wurde.
Die Kurvenschar besitzt isosbestische Punkte bei 287nm und 398nm, was im Ein-
klang mit der Annahme eines reinen Zwei-Zustands-Systems ist. Jedoch sind bei 212nm
und 232nm zwei Maxima zu erkennen, die in den aus [374] entnommenen Spektren
(Abb. 6.9(a)) nicht auftreten und die S2() Bande der trans-angereicherten Lösung ist
abgeﬂacht und verbreitert. Weiterhin unterscheiden sich die Kinetiken und die daraus
ermittelten Zeitkonstanten abhängig von der Wellenlänge (Abb. 6.10(b)). Diese Diskre-
panzen zwischen den Spektren sind nicht allein durch die ungenaue Bestimmung hoher
Absorptionswerte zu erklären. Eine wahrscheinliche Erklärung ist, dass es bei den hier
eingesetzten Konzentrationen zu Wechselwirkungen (z.B.    -Stapeleﬀekte) zwischen
den Chromophoren kommt. Unter diesen Bedingungen kann nicht mehr von der Gültig-
keit des Lambert-Beerschen-Gesetzes ausgegangen werden, was die Bandenverbreiterung
und die wellenlängenabhängige Kinetik ebenso erklärt wie die unterhalb von 240nm
auftretenden, zusätzlichen Absorptionsbanden.
Trotz all dieser Unsicherheiten kann selbst bei vorsichtiger Abschätzung angenommen
werden, dass die Gleichgewichtseinstellung bei der verwendeten Belichtungseinheit mit
einer Zeitkonstante von ca. 15min erfolgt. Das reicht aus um den stationären Zustand
vor der Messung zu erreichen und währenddessen zu erhalten.
Die UV/vis-Absorptionsspektren der photostationären Gleichgewichtszustände wurden
bereits im Rahmen der Doktorarbeiten von U. Kusebauch [372] und L. Lorenz [375]
untersucht und veröﬀentlicht. Die erreichten Konzentrationsverhältnisse lassen sich durch
Vergleich mit den Spektren der reinen Isomere abschätzen. Das trans-Isomer kann stets
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Xt/% Xc/% /nm fct() ftc() Pt/% Pc/%
trans max 93 7 350 0,1 10 99 1
min 87 13 0,125 8 98 2
cis max 25 75 425 3 0,33 10 90
min 30 70 2,5 0,4 15 85
Tabelle 6.2: Anregungswahrscheinlichkeit Pt für das trans- und Pc für das cis-Isomer bei den ver-
wendeten Anregungswellenlängen  für die photostationären Gleichgewichte. Es werden Maximal- und
Minimalwerte abgeschätzt. Die Molenbrüche wurden aus den gemessenen stationären Spektren der
Gleichgewichte [372, 375], die Verhältnisse der Extinktionskoeﬃzienten fct bzw. ftc aus den Spektren der
reinen Isomere (Abb. 6.9(a)) abgeschätzt. Die Berechnung der Wahrscheinlichkeit erfolgt nach Gleichung
6.3.
zu 100% durch thermische Relaxation im Dunkeln isoliert werden. Bei Belichtung liegt
dagegen die maximal erreichbare Konzentration von trans bei etwa 90% und die von cis
bei 70% bis 75%.
Durch die Anregungspulse wird also stets ein Gemisch aus cis- und trans-Molekülen
angeregt und es stellt sich die Frage, zu welchen Anteilen die gemessenen transienten
Absorptionsänderungen auf die einzelnen Isomere zurückzuführen sind. Neben den Kon-
zentrationsverhältnissen sind die Extinktionskoeﬃzienten bei der Anregungswellenlänge
zu beachten: Für die Absorption A gilt – zumindest bei geringen Konzentrationen – das
Lambert-Beersche Gesetz, damit addieren sich die Absorptionen beider Komponenten:
Ages() = At() + Ac()
= t ct d + c cc d
Mit dem Molenbruch Xt = ct=c0 des trans-Isomers, der Gesamtkonzentration c0 und
dem Verhältnis fct() = c()=t() der Extinktionskoeﬃzienten ergibt sich:
Ages() = [Xt + fct(1   Xt)]c0 dt()















Für die Molenbrüche werden die Konzentrationsverhältnisse der photostationären Gleich-
gewichte eingesetzt, die Extinktionskoeﬃzienten lassen sich aus den Absorptionspektren
der reinen Isomere bestimmen (Abb. 6.9(a), S. 166). Dabei ist zu beachten, dass diese
nicht in DMSO-d6 gemessen wurden und die Banden etwas verschoben sind. Deshalb wer-
den obere und untere Schranken abgeschätzt, die angenommenen Werte und Ergebnisse
sind in Tabelle 6.2 zusammengefasst.
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Abbildung 6.11: (a) zeigt die IR Absorptionsspektren von trans- bzw. cis-Isomer des Azoschalters im
photostationären Gleichgewicht in DMSO-d6. Die Zuordnung der Banden erfolgt im Text (vgl. Tabelle
6.3). Die entsprechenden stationären Diﬀerenzspektren sind in (b) dargestellt, dabei ist zum Vergleich
das willkürlich skalierte Absorptionsspektrum der trans-Form in grau hinterlegt.
Bei der Untersuchung der trans ! cis-Reaktion sind folglich 98% bis 99% der ange-
regten Moleküle tatsächlich in der trans-Konﬁguration. Im Rahmen der Messgenauigkeit
spielt der Beitrag der cis-Isomere zu den Absorptionsänderungen hier keine Rolle. Umge-
kehrt liegen bei der cis ! trans-Reaktion etwa 10% bis 15% der angeregten Moleküle in
der trans-Konﬁguration vor, es ist also ein messbarer Beitrag der trans-Form zu erwarten.
Absorptionsspektren im infraroten Spektralbereich
Die Interpretation der zeitaufgelösten Infrarotspektren des Azoschalters und insbeson-
dere der spätere Vergleich mit dem Azocollagen erfordert eine möglichst umfassende
Charakterisierung und Bandenzuordnung. Abbildung 6.11 zeigt die Absolut- und Diﬀe-
renzspektren der Isomere des Azoschalters in DMSO-d6 im Spektralbereich von 1200cm 1
bis 1700cm 1. Die Absorptionsbanden können den vorhandenen funktionellen Gruppen
[48, 49, 376] sowie den Peptidmoden (vgl. Abschnitt 2.3.1) zugeordnet werden. Dafür wur-
de die harmonische Frequenzanalyse der durchgeführten quantenchemischen Rechnung
ebenfalls herangezogen. Allerdings zeigen die berechneten Schwingungsmoden teilweise
Verschiebungen von bis zu 100cm 1, da die Berechnung für das Vakuum erfolgte.
Wichtige Hinweise ergeben aus dem Vergleich mit dem Absorptionsspektrum des
Azocollagens, wobei hier besonders der Einﬂuss des Lösungsmittels (H/D-Austausch)
eine Rolle spielt. Da sich die Schaltersignatur in den transienten IR-Diﬀerenzspektren des
Azocollagens eindeutig nachweisen lässt, erlaubt der Vergleich aller vorliegenden Spektren
eine detaillierte und weitgehend eindeutige Interpretation. Insofern sei hier bereits auf
das Absorptionsspektrum des Azocollagens im infraroten Spektralbereich (ab S. 207)
bzw. dessen Feinstruktur (ab S. 213) verwiesen. Die Zuordnung der Absorptionsbanden
















zwischen Amino- und Acetylengruppe
Tabelle 6.3: Zuordnung der IR-Absorptionsbanden des Azoschalters in DMSO-d6. Die angegebenen
Bandenpositionen entsprechen den Maxima für das trans-Isomer. Bei 1300cm
 1 sind zahlreiche Banden
überlagert, die Zuordnung zur AmidIII Mode ist daher mit größerer Unsicherheit behaftet.
Die größten Signale können den Amidmoden der Peptidgruppen des Azoschalters
zugeordnet werden Bei 1659cm 1 liegt die Absorptionsbande der AmidI-Mode und
bei 1541cm 1 liegt die der AmidII-Mode. Die ausgeprägten Diﬀerenzsignale in die-
sen Bereichen weisen auf unterschiedliche Konformationen der Peptidbindungen in der
trans- und cis-Konﬁguration des Azoschalters hin. Im Spektralbereich von 1200cm 1 bis
1400cm 1 ist die AmidIII-Mode zu erwarten, die ebenfalls sensitiv für die Konformation
des Rückgrats ist. Diese ist im Bereich um 1300cm 1 durch eine Vielzahl weiterer Schwin-
gungsbanden überlagert, so dass eine eindeutige Identiﬁkation im Absorptionsspektrum
schwierig ist. Allerdings sind in den Diﬀerenzspektren (Abb. 6.11(b)) zwei Bereiche mit
großen Amplituden (1295cm 1 und 1220cm 1) zu erkennen. Der Vergleich mit dem
Azocollagen zeigt, dass dieses in DMSO-d6 ebenfalls große Diﬀerenzsignale bei 1295cm 1
aufweist [373], die in EG-d6:D2O nach Deuterierung der Aminogruppe verschwinden
[375]. Es erscheint unwahrscheinlich, dass die in diesem Bereich ebenfalls absorbierenden
(C–Hx)-Deformationsschwingungen eine ausgeprägte Abhängigkeit von der Konformation
aufweisen oder auf den H/D-Austausch reagieren. Folglich kann diese Bande der AmidIII
Schwingung zugeordnet werden, wenn auch mit einer gewissen Unsicherheit.
Bei 1603cm 1, 1574cm 1 und 1492cm 1 ﬁnden sich die aromatischen C–C-Streck-
schwingungen der Phenylringe. Für Aromaten werden drei mittelstarke Banden bei etwa
1600cm 1, 1580cm 1 und 1500cm 1 angegeben, wobei die letzte oft die stärkste der
drei ist [376]. Phenylalanin besitzt ebenfalls eine Bande bei 1494cm 1, die der C–C-
Streckschwingung des aromatischen Ringes zugeordnet wird [377]. Die durchgeführte
Frequenzanalyse zeigt, dass die Ringmoden mit verschiedenen Deformationsschwingungen
der Substituenten (N–H, C–Hx) koppeln, was auch die ungewöhnlich große Amplitude
der Bande bei 1492cm 1 erklärt. Die gerechneten Frequenzen sind jedoch zu ungenau
für eine explizite Zuordnung der drei Banden zu den Schwingungsmoden, daher wird auf
genauere Angaben verzichtet. Abweichungen der mittels DFT berechneten Frequenzen
zeigen sich übrigens auch in entsprechenden Veröﬀentlichungen für Azobenzol [301, 303].
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Die Bande bei 1356cm 1 kann der C–H2-Kippschwingung der Methylengruppen
zwischen den Amino- und Acetylengruppen zugeordnet werden. Es handelt sich um
eine lokale Mode, Kopplungen mit benachbarten Gruppen spielen nahezu keine Rolle.
Als möglicher Bereich für diese Schwingungen wird 1170cm 1 bis 1282cm 1 angegeben
[49, 377], die Frequenzanalyse liefert  1345cm 1 für diese Gruppe und  1256cm 1 für
die Kippschwingung der Methylengruppe zwischen Acetylengruppe und Chlor. Andere
infrarotaktive Schwingungsmoden mit vergleichbarer Oszillatorstärke sind in diesem
Bereich nicht zu erwarten und die Zuordnung wird durch die Bleichsignale in den
transienten IR-Spektren (Abb. 6.12 auf S. 174) und die Untersuchung des Azocollagens
weiter bestätigt (z.B. Tab. 6.7, S. 215). Da sich die Konjugation des chromphoren -
Systems noch über die Peptidbindung erstecken kann, lässt sich ein direktes Ausbleichen
der Bande der benachbarten C–H2-Gruppe erwarten, für die weiter vom Chromophor
entfernte Gruppe ist dies nicht der Fall. Da bei der Kopplung an die Collagenstränge
das terminale Chloratom durch die Bindung zum Mercaptoprolin ersetzt wird, sollte
außerdem eine deutliche Verschiebung der Bande auftreten, nachdem der Azoschalter an
die Peptidsequenz angekoppelt wurde.
Im Dauerstrichdiﬀerenzspektrum lassen sich noch einige kleinere Signale erkennen,
deren Herkunft hier nicht geklärt werden kann: beispielsweise positive Beiträge bei
1564cm 1 und 1515cm 1 im trans ! cis-Diﬀerenzspektrum (Abb. 6.11(b), rote Kurve).
Das Diﬀerenzsignal bei 1564cm 1 könnte unter anderem mit der Rotverschiebung der
Bande bei 1574cm 1 oder dem Entstehen einer neuen Bande erklärt werden. Ebenso ließe
sich die Diﬀerenzbande bei 1515cm 1 auf die Änderung der Molekülsymmetrie bei der
Isomerisierung zurückführen. Das wäre naheliegend, da bei Azobenzol die N=N-Streck-
schwingung für das trans-Isomer nicht IR-aktiv ist und beim cis-Isomer bei 1512cm 1
liegt [62]. Eine andere schlüssige Erklärung wäre die Verbreiterung der AmidII-Bande
(1541cm 1) beim trans ! cis-Übergang. Eine inhomogene Linienverbreiterung wäre im
Einklang mit der Annahme der ungenau deﬁnierten cis-Struktur als Folge der sterischen
Beanspruchung durch die Substituenten. Auf Basis der vorliegenden Daten lässt sich
keine eindeutige Zuordnung ableiten und in Bezug auf die zeitaufgelösten Messungen ist
diese auch nicht erforderlich.
Verfahren zur Identiﬁkation der Substruktur wie das Bilden der 2. Ableitung der
Spektren oder die für das Azocollagen erfolgreich eingesetzte Feinstrukturverstärkung
(vgl. Abb. 6.29, S. 214) brachten keine Verbesserung. Auf die Darstellung wird daher
verzichtet.
6.5.3 Transiente IR-Diﬀerenzspektren der trans ! cis-Isomerisierung
Vorbemerkungen
Der Messbereich (1330cm 1–1700cm 1) konnte nicht mit einer einzigen Messung abge-
deckt werden, deshalb wurden drei Einzelmessungen durchgeführt und zu einem Datensatz
zusammengefasst (Abb. 6.12). Alle Messungen erfolgten im Bereich vor 1ps mit äqui-
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distanten Schritten (t=0,1ps). Zwischen 1ps und 1,8ns wurde an 70 Positionen mit
exponentiell wachsendem Abstand gemessen.
Für die Messungen im Spektralbereich von 1330cm 1 bis 1600cm 1 wurde das Gitter3
(d=75/mm) eingesetzt. Angeregt wurde mit der SFG bei 350nm mit 250nJ Pulsenergie,
die Datenerfassung erfolgte hier im referenzierten Modus. Nach dem Ausfall mehrerer
Elemente der Referenz-Detektorzeile, konnte die Datenaufnahme zunächst nicht abge-
schlossen werden. Die letzte Messung (1600cm 1 – 1700cm 1) wurde zu einem späteren
Zeitpunkt mit verbessertem Signal-zu-Rausch-Verhältnis nachgeholt. Dazu wurde mit
der SFG bei 330nm mit 300nJ Pulsenergie angeregt, Gitter 2 (d=150/mm) verwendet
und der unreferenzierte Modus der Datenverarbeitung benutzt.
Die Signalamplituden wurden durch globale Skalierung der Datensätze angeglichen,
wobei auf beste Übereinstimmung in den überlappenden Wellenlängenbereichen geachtet
wurde. Damit ergeben sich stetige Übergänge im Bereich der reaktionsinduzierten Dif-
ferenzsignale. Die Grenzen der einzelnen Messbereiche sind jedoch an den kohärenten
Signalen um den Zeitnullpunkt noch deutlich zu erkennen.
Das nachträgliche Verschieben des Zeitnullpunktes führt zu Darstellungsproblemen:
Die 2d-Graﬁken der transienten Absorptionsänderung mit eingeschränktem Zeitbereich
(Abb. 6.12(b) und 6.12(c)) zeigen scheinbar einen verzögerten Anstieg der Signale im
Bereich von 1450cm 1 bis 1330cm 1. Dieser Eﬀekt ist ein reines Graﬁkproblem: Bei
Darstellung des gesamten Zeitbereiches tritt er nicht auf und die Analyse der Daten
bleibt davon ebenfalls unberührt (Abb. 6.12(a)).
Um eine Verfälschung der Ergebnisse durch störende, kohärente Signale zu vermeiden,
wurde die globale Analyse für Verzögerungszeiten ab 0,5ps durchgeführt. Aussagen
über kurzlebigere Prozesse könnten ohnehin nur sehr eingeschränkt gemacht werden
und spielen für die Zielsetzung – die Untersuchung der lichtinduzierten Entfaltung des
Azocollagens – keine Rolle.
Eine Dispersionskorrektur innerhalb der einzelnen Datensätze wurde nicht durchgeführt:
Die kohärenten Eﬀekte wie PFID und XPM lassen sich für das Lösungsmittel nicht
unabhängig bestimmen und subtrahieren. Insbesondere das XPM-Signal mit seiner
starken zeitlichen und spektralen Abhängigkeit verhindert die genaue Bestimmung des
echten Zeitnullpunktes (vgl. Abb. 3.18, S. 67). Während der Fehler durch die Dispersion
für Wellenzahlen >1470cm 1 vernachlässigbar ist, kann man ihren Einﬂuss bei kleineren
Wellenzahlen deutlich erkennen. Allerdings liegt selbst hier der Fehler unterhalb der
Kreuzkorrelationsbreite und es werden keine kurzlebigeren Signale interpretiert. Damit
ist die gewählte Auswerteprozedur insgesamt gerechtfertigt.
Alle Messungen erfolgten für folgende Winkel zwischen den Polarisationsebenen des
Anreg- und Abtastlichtes: parallel, senkrecht und magischer Winkel (54,7°). Die Aus-
wertung der kinetischen Parameter erfolgt für die im magischen Winkel erhaltenen
Daten, so dass Einﬂüsse des Anisotropiezerfalls (z.B. Rotationsdepolarisation) ausge-
schlossen sind und man die gewünschte Populationskinetik erhält. Die Auswertung der
Anisotropieinformationen erfolgt dann gesondert.
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(a) Rohdaten, vollständig (b) Rohdaten, ab 0,4ps (c) globale Anpassung
Abbildung 6.12: Transiente Absorptionsänderung des Azoschalters (trans ! cis) mit Abtastung im
magischen Winkel, bestehend aus drei Einzelmessungen. Die Zeitachse ist linear bis 1ps und logarithmisch
für längere Verzögerungszeiten. In (a) ist die PFID-Signatur vor dem Zeitnullpunkt sowie die um den
Zeitnullpunkt dominierende Kreuzphasenmodulation deutlich zu erkennen. In Abb. (b) wird nur der
Zeitbereich ab 0,4ps dargestellt, was zu einer etwas besseren Farbskala führt. Im Zeitbereich von 0,5ps
bis 1,8ns wurde eine globale Fitanalyse durchgeführt. (c) zeigt das Ergebnis für die Anpassung mit 4
exponentiellen Zerfallsfunktionen.
Ergebnisse der fs-IR-Messungen
Abbildung 6.12 zeigt eine Übersicht der transienten Absorptionsänderungen nach Anre-
gung in der S2()-Bande des trans-Azoschalters. Die Zeitachse ist linear bis 1ps und
logarithmisch für größere Verzögerungszeiten. Positive Signale werden in rot und negative
in blau dargestellt. Die Messung im Bereich von 1600cm 1 bis 1700cm 1 wurde mit
verbesserter Auflösung zu einem späteren Zeitpunkt gemessen und fällt daher optisch
heraus.
Auftretende Eﬀekte Die transienten Diﬀerenzspektren zeigen bei negativen Zeiten
die charakteristische PFID-Signatur (vgl. Abb. 3.16, S. 63). Diese ist besonders ausgeprägt
bei 1660cm 1, sie lässt sich jedoch für alle instantanen Signale außer der Bande bei
1350cm 1 eindeutig nachweisen.
In der Nähe des Zeitnullpunktes (-0,5ps – 0,5ps) überlagert die Kreuzphasenmodulation
die spektralen Änderungen der Probe. Diese lässt sich zwischen 1330cm 1 und 1450cm 1
eindeutig erkennen, da hier nur schwache Signale des Azoschalters vorliegen und deshalb
die XPM dominiert. Bei 1450cm 1 und 1600cm 1 erkennt man die Grenzen der einzelnen
Messbereiche, die Signale überlappender Kanäle wurden zuvor entfernt.
Probendynamik Ab etwa 0,4ps treten nur noch die lichtinduzierten spektralen Än-
derungen des Azoschalters auf, ohne Überlagerung durch störende kohärente Eﬀekte.
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(b) globale Anpassung
Abbildung 6.13: Transiente Diﬀerenzspektren des Azoschalters (trans ! cis) zu ausgewählten Verzö-
gerungszeiten. In (a) sind die unverarbeiteten Daten dargestellt. Zum Vergleich sind in (b) dieselben
Spektren nach der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten gegeben.
Man erkennt instantan auftretende Diﬀerenzbanden, die auf der Zeitskala von 10ps
größtenteils wieder zerfallen. Diese bestehen aus einem (negativen) Bleichsignal mit einem
korrespondierenden (positiven) Absorptionssignal auf der niederenergetischen Seite, die
typische Signatur einer Rotverschiebung. Der bei fast allen Signalen erkennbare PFID-
Eﬀekt zeigt, dass es sich bei den negativen Signalen um Schwingungen des elektronischen
Grundzustands handelt, die infolge der elektronischen Anregung ausbleichen.
Das Absorptionsspektrum der transienten Spezies (Produkt) zum Zeitpunkt t kann
theoretisch aus dem Absorptionsspektrum des ausgebleichten Grundzustands (Edukt)
und dem Diﬀerenzspektrum zum Zeitpunkt t berechnet werden [192]. Dazu wird zu
dem Diﬀerenzspektrum ein entsprechend der Konzentration der angeregten Moleküle
skaliertes Eduktspektrum addiert. Die Bestimmung des richtigen Skalierungsfaktors
ist dabei der entscheidende Schritt, da der Anteil angeregter Moleküle allgemein nicht
bekannt ist. Zu einer unteren Abschätzung der richtigen Skalierung gelangt man, wenn das
resultierende Produktspektrum keine negativen Beiträge mehr aufweist. Das so errechnete
Produktspektrum der transienten Spezies bei 1ps und der auf langen Verzögerungszeiten
auftretenden Spezies (zerfallassoziiertes Spektrum zur Zeitkonstanten 4 =1) wird in
Abb. 6.14 gezeigt. Die auf kurzen Zeiten auftretende Verbreiterung und Rotverschiebung
der transienten Banden im Vergleich zum Absorptionsspektrum ist deutlich zu erkennen.
Die Interpretation der langlebigen Spezies erfolgt ab Seite 181.
Zuordnung der transienten Diﬀerenzbanden Das IR-Absorptionsspektrum des
Azoschalters wurde bereits in Abschnitt 6.5.2 beschrieben (vgl. Tab. 6.3, S. 171). Auf
dieser Basis können die Banden in den transienten IR-Diﬀerenzspektren direkt zugeordnet
werden: Die größten Signale stammen von der AmidI- (1659cm 1) und der AmidII-Mode
(1541cm 1) der Peptidgruppen. Kleinere Beiträge lassen sich den Schwingungsmoden
der Phenylringe (1603cm 1, 1575cm 1, 1492cm 1) zuordnen. Das Bleichsignal bei
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(b) langlebige Spezies (4 =1)
Abbildung 6.14: Ausbleichkorrigierte Absorptionsspektren transienter Spezies des Azoschalters (trans
! cis): Zu den Diﬀerenzspektren wird ein skaliertes Absorptionsspektrum des trans-Isomers (Edukt,
grau hinterlegt) addiert. Dies wurde für das transiente Diﬀerenzspektrum nach 1ps (a) und das
basislinienbereinigte, zerfallassoziierte Spektrum der langlebigen Komponente (b) durchgeführt.
1575cm 1 ist durch eine positive Absorptionsänderung überlagert und daher in der
2d-Graﬁk erst ab ca. 1ps deutlich sichtbar.
Ein kleines Diﬀerenzsignal bei 1350cm 1 ist nach dem Abklingen der Kreuzphasen-
modulation erkennbar, ein zugehöriger PFID kann jedoch nicht nachgewiesen werden.
Die spektrale Lage entspricht der einer 
w(C–H2) -Mode, wobei sich die Frage nach der
zugehörigen Methylgruppe stellt. Da es instantan auftritt und auf derselben Zeitskala
zerfällt wie die Signale der Azobenzol- und Peptidmoden, erscheint die Beteiligung
der Methylgruppe zwischen Acetylen und Chlor unwahrscheinlich. Außerdem erscheint
dasselbe Signal nahezu unverschoben bei den Messungen am Azocollagen (Abb. 6.42,
S. 235). Dort ist das Chlor durch das Schwefelatom des Mercaptoprolins ersetzt, die
Frequenzverschiebung aufgrund der geänderten Masse der benachbarten Gruppe tritt
jedoch nicht auf. Damit kann diese Bande tendenziell der Methylgruppe zwischen der
Amino- und der Acetylenfunktion des Azoschalters zugeschrieben werden.
Die Amplituden der beobachteten Signale sind in den transienten Spektren besser zu
erkennen (Abb. 6.13) als in den 2d-Graﬁken. Augenscheinlich korrelieren die Bleichsignale
direkt mit den Absorptionen im IR-Absorptionsspektrum (Abb. 6.11(a), S. 170), wobei
die Überlagerung mit positiven Signalen eine quantitative Auswertung verhindert. Die
Zeitabhängigkeit ist nicht monoexponentiell, neben unterschiedlichen Abklingdauern der
einzelnen Diﬀerenzsignale sind auch spektrale Verschiebungen zu beobachten. Für die
AmidII-Bande (1541cm 1) ist das besonders ausgeprägt, während die AmidI-Bande
(1659cm 1) keine oﬀensichtliche Zeitabhängigkeit von Position oder Bandbreite aufweist.
Bei langen Verzögerungszeiten sind noch kleine Diﬀerenzsignale zu erkennen. Diese
bleiben ab ca. 50ps bis zur maximalen Verzögerungszeit von 1,8ns praktisch konstant.
Die Amplituden dieser residualen Absorptionsänderung sind sehr klein und sie werden
erst im Rahmen der globalen Analyse ausgewertet und interpretiert.
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(a) vier Zeitkonstanten (b) zwei Zeitkonstanten (c) Diﬀerenz
Abbildung 6.15: 2d-Graﬁken der globalen Anpassung mit vier (a) und zwei (b) Zeitkonstanten und
deren Diﬀerenz (c). Die globale Abnahme der Signalintensität wird monoexponentiell bereits gut
beschrieben. Markante Unterschiede ergeben sich in der AmidII-Bande sowie an den Flanken der übrigen
Diﬀerenzbanden. Die Farbskalen der drei Graﬁken sind nicht miteinander vergleichbar, die Diﬀerenz der
Anpassungsfunktionen in (c) ist geringer als die Signale in (a) oder (b).
Globale Analyse
Die quantitative Auswertung der Ultrakurzzeitmessungen erfolgte durch die Anpassung
einer Summe aus exponentiellen Zerfallsfunktionen (Gleichung 3.14, S. 60).
Bestimmung der optimalen Anzahl von Zeitkonstanten In erster Näherung las-
sen sich die Daten bereits mit einer Summe aus zwei Exponentialfunktionen beschreiben.
Dabei wird eine Zeitkonstante auf den Wert unendlich (2 := 1) festgesetzt um die
residualen Absorptionsänderungen bei langen Verzögerungszeiten zu modellieren. Für die
frei angepasste Komponente ergibt sich eine Zeitkonstante von 1 =7,9ps, das Ergebnis
ist in Abb. 6.15(b) als 2d-Graﬁk dargestellt.
Der Vergleich mit den Rohdaten aus Abb. 6.12(b) zeigt, dass der Zerfall der Maxima
und Minima zwar grob wiedergegeben wird, aber noch signiﬁkante Abweichungen der
angepassten Kurve von den Daten auftreten. Folglich stellt die Zeitkonstante von 8ps
eine zu grobe Näherung dar, die nur die Tendenz der größten Signale widerspiegelt. Bei
genauer Betrachtung zeigt sich, dass die Daten komplexe Zeitabhängigkeiten aufweisen,
die eine multiexponentielle Anpassung erfordern:
• Spektrale Verschiebungen und Änderungen der Bandbreite können mit nur zwei
Zeitkonstanten nicht angepasst werden, was an den Schultern der Banden und in
der Nähe der Nullstellen des Diﬀerenzspektrums deutlich wird (Abb. 6.16(b)).
• Die Transienten im Bereich der AmidI- und AmidII-Banden können weder für
negative noch für positive Diﬀerenzsignale durch Skalierung ineinander überführt
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Abbildung 6.16: Transienten des Azoschalters (trans ! cis) bei ausgewählten Wellenzahlen. Die
einzelnen Signale wurden entsprechend ihrer Amplitude in zwei getrennten Diagrammen dargestellt.
Rohdaten sind als Kreise und die Kurven der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten als Linie
dargestellt. Bei den kleinen Signalen an den Schultern der Diﬀerenzbanden ist das nicht monoexponentielle
Verhalten deutlich erkennbar.
werden. Dieser Unterschied in der Kinetik beider Spektralbereiche erfordert ei-
ne Anpassung mit mindestens zwei Exponentialfunktionen mit unterschiedlichen
Zeitkonstanten.
• Einige Signale erreichen ihre Maximal- bzw. Minimalamplituden nicht am Zeit-
nullpunkt sondern einige Pikosekunden verzögert. Als Beispiel ist in Abbildung
6.16(a) das Bleichsignal der AmidII-Mode bei 1550 cm 1 gezeigt, in der 2d-Graﬁk
ist dieser Eﬀekt auch bei den Bleichsignalen 1604cm 1, 1492cm 1 und 1356cm 1
nachvollziehbar.
Mit einer weiteren Komponente ergibt sich zwar eine bessere Anpassung der Kurven,
es treten jedoch insbesondere in den Flanken der Diﬀerenzsignale noch systematische
Abweichungen von den Messdaten auf. Erst die Anpassung der Daten durch eine Summe
aus vier Zerfallsfunktionen, von denen eine festgesetzt wurde (4 :=1), zeigt im Rahmen
der Messgenauigkeit keine signiﬁkanten Abweichungen von Datenpunkten und angepasster
Kurve (Abb. 6.12(c)). Dies wurde sowohl durch Kontrolle der Transienten aller Kanäle
als auch anhand der Diﬀerenz von angepassten Kurven und Rohdaten veriﬁziert.
Die erhaltenen frei angepassten Zeitkonstanten sind: 1 =1,4ps, 2 =5,6ps und 3 =
9,3ps, wobei alle Werte mit höherer Unsicherheit behaftet sind als es die Dezimalstelle
andeutet. Da sich die einzelnen Komponenten bei der globalen Anpassung gegenseitig
beeinﬂussen ist eine Fehlerrechnung nicht ohne weiteres möglich und eine Angabe von
unabhängigen Fehlern schwierig. Aus dem Vergleich verschiedener Anpassungsszenarien
mit den Rohdaten kann eine Fehlerobergrenze abgeschätzt werden. Änderungen der
Zeitkonstanten von mehr als ca. 10% können nicht mehr durch die Variation der übrigen
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Parameter kompensiert werden und führen so zu systematischen Abweichungen der
Kurven von den Daten.
Eine globale Anpassung mit fünf Zeitkonstanten liefert Werte von 1 =0,9ps, 2 =
4,2ps, 3 =6,9ps, 4 =100ps und 5 :=1. Das zerfallassoziierte Spektrum der zusätz-
lichen Zeitkonstante von 100ps weist im Vergleich mit den drei übrigen sehr kleine
Amplituden auf. Es ergibt sich keine signiﬁkante Verbesserung der Anpassung und die
DAS der kürzeren Zeitkonstanten ändern sich nur minimal. Insgesamt ergeben sich keine
Hinweise darauf, dass bei Verwendung einer Summe aus vier Exponentialfunktionen
eine unzureichende Beschreibung des Datensatzes resultiert. Also ist davon auszugehen,
dass eine globale Anpassung mit vier Zeitkonstanten die optimale Parametrisierung der
Messergebnisse darstellt.
In Abbildung 6.15 sind die Unterschiede zwischen optimaler Anpassung und nicht
ausreichender Parameteranzahl als 2d-Graﬁk dargestellt. Die größten Diﬀerenzen ergeben
sich an den Schultern der Diﬀerenzbanden sowie beim Anstieg der Signale. Dies ist
zum einen die Folge der Zeitabhängigkeit von Bandenposition und Bandbreite und
zum anderen durch die verzögert erreichten Signalmaxima bzw. -minima bedingt. In
dieser Darstellung werden auch die Unterschiede zwischen den Zeitabhängigkeiten im
AmidI- und im AmidII-Bereich deutlich. Die Abweichungen zwischen den angepassten
Datensätzen sind zwischen 1530cm 1 und 1570cm 1 besonders ausgeprägt, aber zwischen
1650cm 1 und 1670cm 1 verhältnismäßig gering.
Abbildung 6.16 enthält die transienten Absorptionsänderungen ausgewählter Wellen-
zahlen im Bereich der Amid-Banden zusammen mit den Kurven aus der optimierten
globalen Anpassung. Diese Transienten zeigen, dass die komplexe wellenzahlabhängige
Kinetik durch eine Summe aus vier Exponentialfunktionen gut wiedergegeben wird. Der
Unterschied zwischen den Signalen der beiden Amid-Moden ﬁndet sich auch in den
gezeigten Transienten wieder: bei 1550cm 1 tritt das Minimum des Bleichsignal erst
deutlich verzögert auf. Die Anzahl der enthaltenen Zeitkonstanten lässt sich aber vor
allem an die Schultern der Diﬀerenzbanden und den Nulldurchgängen der transienten
Diﬀerenzspektren veriﬁzieren. Allein für die Anpassung der Transiente bei 1538cm 1 wer-
den mindestens drei Exponentialfunktion benötigt, da diese zwei Wendepunkte aufweist.
Zerfallassoziierte Spektren Die zerfallassoziierten Spektren für die globale Anpas-
sung mit vier Zeitkonstanten ﬁnden sich in Abb. 6.17(a). Sie werden hier zunächst
beschrieben und die Beobachtungen werden dann im nächsten Abschnitt interpretiert.
Das Spektrum zu 1 besitzt nahezu im gesamten Spektralbereich eine positive Ampli-
tude und beschreibt folglich die Abnahme von positiven oder die Zunahme von negativen
Diﬀerenzbanden. Die Maxima dieses Spektrums bei 1664cm 1, 1603cm 1, 1579cm 1,
1544cm 1 und 1494cm 1 beﬁnden sich auf den Wellenzahlen der instantan ausgebleichten
Banden. Dieses Spektrum ist daher mit dem Ausbleichen des Grundzustandsspektrums
assoziiert, es ﬁnden sich keine Übereinstimmungen mit den positiven Diﬀerenzbanden
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(b) DAS (4 =1)
Abbildung 6.17: Zerfallassoziierte Spektren des Azoschalters (trans ! cis) für die globale Anpassung
mit vier Zeitkonstanten (a). Die konstante Komponente (4 =1) wird in (b) zusammen mit einem
basislinienbereinigten Spektrum dargestellt (siehe Abschnitt 3.2.2). Zum Vergleich ist das willkürlich
skalierte trans ! cis-Diﬀerenzspektrum (Abb. 6.11(b), S. 170) in grau hinterlegt.
auf kurzen Zeitskalen. Demzufolge modelliert diese Komponente im Wesentlichen das
verzögerte Ausbleichen von Grundzustandsschwingungen.
Die Spektren der Zeitkonstanten 2 und 3 besitzen die größten Amplituden – al-
lerdings überwiegend mit entgegengesetzten Vorzeichen. Das bedeutet, dass sich beide
Komponenten teilweise kompensieren. Die Ursache für diese komplizierte Struktur sind
die Änderung von Position und Breite der Absorptionsbanden der transienten Spezi-
es. Dies wird durch Exponentialfunktionen mit leicht unterschiedlichen Zeitkonstanten
modelliert, diese lassen sich allerdings nicht direkt auf diskrete Übergänge zwischen
molekularen Zuständen oder Energieniveaus zurückführen. Auch der Zerfall des gesamten
Diﬀerenzsignals ist in den Amplituden nicht mehr sichtbar, diese Information ist in der
Summe beider Komponenten kodiert.
Die langlebige Komponente 4 stellt das lichtinduzierte Diﬀerenzspektrum nach dem
Abklingen der kurzlebigen Prozesse dar. Die Amplitude von ca. 10  10 6 macht nur
noch etwa 2% des Diﬀerenzsignals am Zeitnullpunkt aus. Das Spektrum liegt an der
Auflösungsgrenze des Experiments und weist im Bereich der AmidI-Bande eine gestörte
Basislinie auf, da eine Referenzierung zum Zeitpunkt dieser Messung aufgrund defekter
MCT-Elemente in der Referenzzeile nicht möglich war. Einzelheiten zu diesem Störsignal
und dessen Korrektur wurden bereits in Abschnitt 3.2.2 ab Seite 57 beschrieben. Hier
sei nochmal darauf hingewiesen, dass es bei der durchgeführten Basislinienkorrektur zu
Artefakten kommt, insbesondere wird der Schwerpunkt der korrigierten Messwerte in
jedem Fall auf den Wert Null gesetzt.
Im Bereich unter 1600cm 1 wurde referenziert gemessen, so dass solche Artefakte
auszuschließen sind. Die hier auftretende Verschiebung der Basislinie bei A = 10 
10 6 ist in allen Einzelmessungen und ebenso bei der Untersuchung der cis ! trans-
Isomerisierung zu ﬁnden (vgl. Abb. 6.22(b), S. 195).
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Das Spektrum von 4 mit und ohne Verwendung der Basislinienkorrektur ist in
Abbildung 6.17(b) gezeigt. Beide Datensätze wurden zusätzlich durch gleitende Mittelung
über drei Kanäle geglättet. Zum direkten Vergleich ist ein entsprechend skaliertes trans !
cis-Diﬀerenzspektrum in die Graﬁk eingefügt (vgl. Abb. 6.11(b), S. 170). Es ergeben sich
deutliche Unterschiede zwischen dem residualen Diﬀerenzspektrum der zeitaufgelösten
Messung und dem Diﬀerenzspektrum der photostationären Zustände. Oﬀensichtlich
wurden innerhalb der maximalen Zeitverzögerung die Gleichgewichtsgeometrien noch
nicht erreicht, somit stellt sich die Frage welcher Zustand das Diﬀerenzspektrum auf
langen Zeiten verursacht. Insbesondere bleibt zu klären, ob dieses Diﬀerenzsignal –
zumindest anteilig – auf die trans ! cis-Isomerisierung zurückzuführen ist.
Interpretation
Die Interpretation basiert auf Reaktionsmodellen, die für die trans ! cis-Isomerisierung
von Azobenzol entwickelt wurden und die auch für die Untersuchung von Azobenzolderiva-
ten verwendet werden. Der untersuchte Azoschalter gehört zur Klasse der Azobenzoltypen,
besitzt also ähnliche photochemische Eigenschaften wie reines Azobenzol. Damit ist die
Interpretation der transienten Spektren analog zur bekannten Dynamik des Azobenzols
gerechtfertigt. Diese wurde bereits in Abschnitt 6.2.3 ab Seite 145 ausführlich dargelegt.
Die Anregung mit einer Wellenlänge von 350nm führt zur Besetzung des S2()-
Niveaus. Dieses wird über interne Konversion sehr schnell in den S1(n)-Zustand
entvölkert. Ob die Relaxation direkt oder über kreuzende Zustände, wie den postulierten
S(n22) erfolgt, ist für die Interpretation der Daten nicht wichtig und kann aufgrund
der nicht ausreichenden Zeitauflösung auch nicht aus ihnen geschlossen werden. Beim
Übergang in den Grundzustand wird mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit die cis-Konﬁ-
guration angenommen. Auch der genaue Reaktionspfad – beispielsweise Rotation oder
Inversion – spielt zunächst keine Rolle. Die Lebensdauer des elektronisch angeregten
S1(n)-Zustands liegt im Bereich einiger Pikosekunden, die Isomerisierungsquantenaus-
beute bei etwa 15%. Lebensdauer und Quantenausbeute werden von den Substituenten
beeinﬂusst und können vom reinen Azobenzol deutlich abweichen.
In den transienten IR-Diﬀerenzspektren tritt eine instantane Rotverschiebung zu-
sammen mit der Signatur des gestörten freien Induktionszerfalls bei nahezu allen aus-
gebleichten Schwingungsbanden auf. Beides ist die direkte Folge der Besetzung eines
elektronisch angeregten Zustands und es ist naheliegend den Zerfall dieser Signale mit
der Entvölkerung eines elektronisch angeregten Zustands zu identiﬁzieren. Diese These
wird durch die Ultrakurzzeitcharakterisierung im sichtbaren Spektralbereich bestätigt
[375]: Diese Experimente zeigen, dass das Grundzustandsbleichen und die rotverscho-
benen Absorption elektronisch angeregter Zustände auf einer Zeitskala von etwa 10ps
nahezu vollständig zerfallen. Die globale Analyse ergibt drei Zeitkonstanten: 1 < 150fs,
2 =0,4ps und 3 =4,7ps.
Eine langlebige Komponente analog zu 4 =1 wurde im den zeitaufgelösten Messungen
im UV/vis-Bereich nicht gefunden [375]. Das bedeutet, dass die Isomerisierungsquanten-
ausbeute unterhalb der Nachweisgrenze der Experimente im sichtbaren Spektralbereich
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liegt. Daraus kann eine Obergrenze für die Quantenausbeute bestimmt werden, wobei
das Vorgehen weitgehend analog zur Berechnung der ausbleichkorrigierten Spektren in
Abbildung 6.14 ist: Aus dem Diﬀerenzspektrum am Zeitnullpunkt wird die Anzahl ange-
regter Moleküle abgeschätzt. Bei dem Signal-zu-Rausch-Verhältnis der dort präsentierten
Messung wird angenommen, dass eine Absorptionsänderung von 5  10 4 noch sicher
aufgelöst wird. Das fehlende Diﬀerenzsignal bei langen Verzögerungszeiten bedeutet,
dass die Amplitude des induzierten trans ! cis-Diﬀerenzspektrums unterhalb dieser
Nachweisgrenze liegt. Danach müssen etwa 10% als Höchstgrenze der Isomerisierungs-
quantenausbeute angesehen werden.
Die instantan auftretende, dominante Rotverschiebung ist Folge der Besetzung des
elektronisch angeregten Zustands. Allerdings stimmen die aus der globalen Analyse
erhaltenen Zeitkonstanten nicht mit denen überein, die im infraroten Spektralbereich
bestimmt wurden: Der S1 ! S0 Übergang wurde bei Lorenz mit zwei Zeitkonstanten
(2 =0,4ps und 3 =4,7ps) modelliert [375], während hier drei längere Zeitkonstanten
gefunden wurden (1 =1,4ps, 2 =5,6ps und 3 =9,3ps).
Die Erklärung für die Abweichungen zwischen den beiden Experimenten liegt in der
Schwingungsenergieumverteilung: Untersuchungen von Azobenzol und Azobenzolderi-
vaten mittels transienter Spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich ergaben bereits
Hinweise auf Kühlprozesse im Pikosekundenbereich [131, 277, 323, 327, 359, 378]. Diese
Prozesse machen sich im sichtbaren Spektralbereich nur geringfügig an den niederener-
getischen Flanken bemerkbar [379] und werden daher in einer globalen Analyse unter
Umständen nicht gefunden. Dagegen ist ihr Einﬂuss auf transiente IR-Diﬀerenzspektren
groß: Die ultraschnelle Schwingungsrelaxation und der Übergang in den S1-Zustand
wird mit der gegebenen Zeitauflösung zwar nicht aufgelöst, allerdings führen bereits
diese Prozesse zu einer starken Temperaturerhöhung des Moleküls. Dieser Eﬀekt ist noch
größer nach der Rückkehr in den elektronischen Grundzustand und der vollständigen
Umverteilung der Überschussenergie.
Mit dieser Erhöhung der molekularen Temperatur steigt die Besetzungswahrscheinlich-
keit hochangeregter niederfrequenter Schwingungsmoden, deren anharmonische Kopplung
an die hochfrequenten Moden eine weitere Rotverschiebung im transienten IR-Diﬀerenz-
spektrum erzeugt. Dieses verzögerte Ausbleichen ﬁndet sich auch in den vorliegenden
Spektren, insbesondere im AmidII-Bereich wieder. Das Spektrum der Komponente
1 der globalen Analyse ist mit dieser Zunahme an Bleichsignalen verknüpft. Da die
extrem schnelle S2 ! S1-Relaxation hier zeitlich nicht aufgelöst wird, ergibt sich die
Zuordnung von 1 zur Aufheizung des Moleküls nach der internen Konversion in den S1
sowie den elektronischen Grundzustand. Die bei der Aufheizung entstehenden positiven
Absorptionsdiﬀerenzen sind im Vergleich zu den ausgebleichten Grundzustandsbanden
stark verbreitert und werden daher vermutlich nicht aufgelöst, was das Fehlen negativer
Amplituden im zerfallassoziierten Spektrum erklärt.
Anschließende Kühlprozesse korrelieren mit einer Verringerung der Linienbreite und
weniger rotverschoben Absorptionsmaxima der transienten Spezies. Der Rückgang der
Rotverschiebung lässt sich in den positiven transienten Diﬀerenzbanden der gut erken-
nen, vor allem in den Bereichen von 1540cm 1 bis 1500cm 1 und von 1490cm 1 bis
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1450cm 1. Die beobachtete transiente Verschiebung der Diﬀerenzbanden ist eine Folge
dieser Kühlprozesse und begründet so die Komponenten 2 und 3 der globalen Analyse.
Das Auftreten und die spektrale Charakteristik von Kühlprozessen in transienten IR-
Spektren sind auch für vergleichbare Systeme beschrieben worden [62, 63, 192, 282, 283].
Die Zeitkonstanten für die elektronische Relaxation und das Kühlen sind jeweils im
Bereich einiger Pikosekunden und beide Prozesse führen zu einer Rotverschiebung der
betrachteten hochfrequenten Schwingungsmoden. Ihre Überlagerung lässt sich daher
spektral und zeitlich nicht eindeutig trennen. Das mit der elektronischen Anregung
korrelierte Signal sollte allerdings mit steigender Verzögerungszeit monoton abfallen,
da die Population des angeregten Zustands abnimmt. Außerdem wird die Signatur des
gestörten freien Induktionszerfalls allein durch die elektronische Anregung bestimmt,
während die Erhöhung der Molekültemperatur vor dem Zeitnullpunkt keine Rolle spielt.
Mit der korrekten Modellierung des PFID-Signals wäre es theoretisch möglich, das
Spektrum zum Zeitnullpunkt, also vor der Schwingungsenergieumverteilung, zu erhalten.
Auch die unterschiedliche Dynamik der AmidI- und AmidII-Mode erscheint jetzt plau-
sibel: Die AmidI-Bande zeigt ein ausgeprägtes PFID-Signal aber eine geringe spektrale
Verschiebung infolge der Temperaturerhöhung. Das ist eine Folge der Delokalisierung
des -Elektronensystems des Azobenzols, die sich auch über die Peptidbindung der Sub-
stituenten [24] und damit über die C=O-Gruppe erstreckt. Die Anregung des -Systems
beeinﬂusst daher direkt die Kraftkonstante bzw. Bindungslänge der C=O-Gruppe und
dementsprechend die AmidI-Schwingungsfrequenz. Die AmidII-Mode zeigt im Vergleich
ein gering ausgeprägtes PFID-Signal. Die elektronische Anregung selbst hat also einen
geringeren Eﬀekt auf ihre Absorptionsbande. Die deutliche Zunahme des Bleichsignals
und auch die ausgeprägte spektrale Verschiebung in den ersten Pikosekunden lassen
sich mit der Kopplung der AmidII-Mode an die niederfrequenten Schwingungen erklä-
ren. Insbesondere sollte eine Temperaturerhöhung die Wasserstoﬀbrückenbindungen der
N–H-Gruppe beeinﬂussen – und so auch die Frequenz der AmidII-Mode.
Nun ist noch die Frage nach der Natur der langlebigen Komponente (4 =1) zu klären,
insbesondere ob es sich um das cis-Isomer handelt. Der Vergleich ihres zerfallassoziierten
Spektrums mit dem trans ! cis-Diﬀerenzspektrum in Abbildung 6.17(b) oﬀenbart
deutliche Abweichungen, die es zu klären gilt.
Im Spektralbereich von 1330cm 1 bis 1600cm 1 zeigt sich eine signiﬁkante positive
Verschiebung der Basislinie, hier wurden die Daten im referenzierten Modus aufgenommen.
Das ist die Folge der temperaturinduzierten Verbreiterung starker Lösungsmittelbanden
bei 1050cm 1 und 2100cm 1. Diese spektrale Verbreiterung zeigt sich in temperaturab-
hängigen Spektren von reinem DMSO-d6 und eine positive Basislinienverschiebung wird
ebenfalls in transienten Diﬀerenzspektren von cis-Azobenzol in DMSO-d6 bei langen
Verzögerungszeiten beobachtet [62]. Im Bereich von 1600cm 1 bis 1700cm 1 ist die
Basislinie wegen des Oﬀset-Problems der unreferenzierten Messung gestört und kann
daher nicht als verläßlich angesehen werden (vgl. Abschnitt 3.2.2, S. 57).
Analog zum NPA in Abschnitt 4.3.2 auf S. 84 kann auch hier die Temperaturerhöhung
abgeschätzt werden: Mit dem Radius des Anregungsfokus von 150µm und 50µm Schicht-
dicke beträgt das angeregte Volumen 3;5  10 12 m3. Geht man von der vollständigen
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Absorption des Anregungspulses aus, dann werden 300nJ an Energie in diesem Volumen
deponiert. Mit der Dichte von 1;1g/cm3, einem Molekulargewicht von 78g/mol und
der Wärmekapazität von 150J/(Kmol) von DMSO errechnet sich eine Temperaturerhö-
hung von etwa 0;04K. Für diese Abschätzung wurden die Werte des nicht-deuterierten
Lösungsmittels eingesetzt, was aber innerhalb des Fehlers vernachlässigt werden kann.
Bei Beachtung der inhomogenen Intersitätsverteilung im Fokus und der exponentiellen
Intensitätsabnahme beim Durchdringen der Probe ergeben sich große Temperaturgradi-
enten. Der Temperatursprung ist also innerhalb des abgetasteten Probenvolumens nicht
konstant, es treten deutliche Abweichungen nach oben und unten vom Durchschnittswert
auf, die nicht innerhalb von 2ns equilibrieren können. Entsprechend wird bei langen Ver-
zögerungszeiten ein über das räumliche Temperaturproﬁl gemitteltes Diﬀerenzspektrum
gemessen. Eine Korrektur erfordert die genaue Kenntnis der räumlichen Temperatur-
verteilung innerhalb des Abstastfokus und war hier nicht möglich. Da die Absorptionen
der Lösungsmittelmittelbanden mehr als fünf Größenordnungen über den Amplituden
der langlebigen Signale liegen, ist die Basislinienverschiebung aufgrund einer mittleren
Temperaturerhöhung von 0;04K plausibel.
Die breitbandigen Lösungsmittelsignale erklären jedoch nicht die Abweichungen zwi-
schen dem trans ! cis- Diﬀerenzsignal und der schmalbandigen Struktur der langlebigen
Komponente. Diese Unterschiede werden besonders deutlich, wenn man die Spektren
des ausbleichkorrigierten Produkts (Abb. 6.14(b), S. 176) mit dem cis-Absorptionsspek-
trum im photostationären Gleichgewicht (Abb. 6.11(a), S. 170) vergleicht. Vor allem
im Bereich der AmidII-Bande erkennt man beim transienten Photoprodukt noch eine
ausgeprägte Rotverschiebung, die im Gleichgewichtsspektrum nicht auftritt. Dies weist
auf ein erwärmtes Molekül hin und kann mit dem Temperatursprung erklärt werden.
Der Anteil der Isomerisierung an den langlebigen Signalen kann aus den Gleich-
gewichtsspektren abgeschätzt werden indem das trans ! cis-Diﬀerenzspektrums der
photostationären Gleichgewichte entsprechend der Anzahl der angeregter Moleküle in
den transienten Spektren skaliert wird. Der Anteil angeregter Moleküle wiederum kann
aus dem Verhältnis zwischen dem Grundzustandsbleichsignal am Zeitnullpunkt und dem
Absorptionsspektrum der Probe bestimmt werden. Wegen der störenden kohärenten
Eﬀekte um t=0ps wird hier jedoch das transiente Spektrum bei t=1ps zum Vergleich
bzw. zur Bestimmung des korrekten Skalierungsfaktors herangezogen (Abb. 6.14(a)).
Die Abschätzung wird für den AmidII-Bereich durchgeführt, da hier ein großes Diﬀe-
renzsignal bei geringer spektraler Verschiebung die geringsten Unsicherheiten erwarten
lässt. Aus den Dauerstrichspektren (Abb. 6.11, S. 170) entnimmt man die Werte für die
Absorption des trans-Isomers: Acw = (120  10 3 und das cis ! trans-Diﬀerenzsignal:
Acw =  7  10 3. Aus dem Eduktspektrum nach 1ps erhält man für das Ausbleich-
signal der AmidII-Bande: A(1ps) = 0;35  10 3. Mit diesen Werten ergibt sich direkt
ein Skalierungsfaktor von f  0;3  10 3 mit dem auf das maximale AmidII-Diﬀerenzsi-
gnal der transienten Spektren nach langen Verzögerungszeiten geschlossen werden kann:
A(4 =1) = fAcw   210 5. Nun muss noch die Isomerisierungsquantenausbeu-
te einbezogen werden, die kleiner ist, als der in den photostationären Diﬀerenzspektren
gefundene Populationsunterschied zwischen dem trans- und dem cis-angereicherten Zu-
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stand: Aus den transienten Spektren im sichtbaren Spektralbereich wird für die trans !
cis-Isomerisierung eine obere Schranke von ca. 10% bestimmt (S. 182), während sich der
Anteil an trans beim photostationären trans ! cis-Diﬀerenzspektrum um mehr als 60%
verringert hat. Dementsprechend sollten die isomerisierungsbedingten Diﬀerenzsignale in
den transienten Spektren nur maximal 1/6 der Amplitude der photostationären Diﬀerenz-
spektren aufweisen, im Bereich der AmidII-Bande also ca. 3;5  10 6. Das ist deutlich
kleiner als die strukturierten Banden des zerfallassoziierten Spektrums und nur etwa 1/3
der positiven Basislinienverschiebung im Bereich der verlässlichen referenzierten Messung
unterhalb von 1600cm 1. Demzufolge ist es unwahrscheinlich, dass die Diﬀerenzsignale
im DAS zu 4 überwiegend durch die Isomerisierung hervorgerufen werden.
Trotzdem ist zu bedenken, dass es sich um eine relativ grobe Abschätzung handelt: Da
einerseits die Anpassung des Eduktspektrums mit einer gewissen Unsicherheit behaftet
ist, könnte der Skalierungsfaktor um einige 10% unterschätzt worden sein. Andererseits
sind Werte um die 5% für die trans ! cis-Isomerisierungsquantenausbeute verschiedener
substituierter Azobenzole pupliziert worden [131], die Isomerisierungsquantenausbeute
könnte hier also auch deutlich unter 10% liegen.
Bei dieser Betrachtung bleibt der direkte Einﬂuss des Lösungsmittels unberücksichtigt:
durch die elektronische Anregung ändert sich instantan die Elektronenkonﬁguration und
damit das Dipolmoment des Azoschalters. Die ebenfalls polaren Lösungsmittelmoleküle
richten sich in der Folge neu aus, was zu einer Absenkung der elektronischen Energie
des angeregten Zustands führt. Eine solche Umorientierung der Lösungsmittelumgebung
wird auch die Schwingungsfrequenzen beeinﬂussen, insbesondere da intermolekulare
Wasserstoﬀbrückenbindungen bestehen [380]. Der Einﬂuss dieser Solvensrelaxation auf
das Schwingungsspektrum kann derzeit nicht quantiﬁziert werden. Jedoch handelt es
sich um einen sehr schnellen Prozess, der in DMSO nach einigen zehn Pikosekunden
vollständig abgeklungen ist. Beispielsweise wurde für Coumarin 153 in DMSO gezeigt,
dass die Umorientierung der Solvensmoleküle nach ca. 5ps abgeschlossen ist [381].
Insgesamt ergibt sich also folgendes Bild der Reaktionsdynamik des trans-Azoschalters:
• Nach der Anregung bei 350nm in den S2()-Zustand erfolgt die intramolekulare
Schwingungsenergieumverteilung und die elektronische Relaxation in den S1(n)-
Zustand innerhalb einer Pikosekunde. Diese Vorgänge werden experimentell nicht
aufgelöst.
• Die instantan auftretende Rotverschiebung kann der Absorption aus dem elek-
tronisch angeregten Zustand zugeschrieben werden. Messungen im sichtbaren
Spektralbereich ergeben einen biexponentiellen Zerfall des angeregten Zustands
mit Zeitkonstanten von 0,4ps und 4,7ps.
• Die Umverteilung der Überschussenergie führt zur Erhöhung der molekularen
Temperatur, was mit einer verzögerten Rotverschiebung der Schwingungsbanden
einhergeht. Die Komponente 1 = 1;4ps der globalen Analyse wird diesem Prozess
zugeordnet.
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• Das Abklingen der dominanten Signale entspricht im Wesentlichen der Repopulati-
on des elektronischen Grundzustands. Dies wird überlagert von einer spektralen
Verschiebung der Diﬀerenzbanden auf vergleichbarer Zeitskala infolge der Schwin-
gungsenergieumverteilung an die Lösungsmittelumgebung (Kühlen). Die beiden
Prozesse lassen sich spektral und zeitlich nicht trennen und werden durch die
Komponenten 2 = 5;6ps und 3 = 9;3ps modelliert.
• Die Umverteilung der gesamten Anregungsenergie im angeregte Probenvolumen
ergibt eine eine abgeschätzte mittlere Temperaturerhöhung von T0,04K.
• Das bei langen Verzögerungszeiten beobachtete, konstante Diﬀerenzsignal basiert
im Wesentlichen auf dem Temperatursprung, den der Anregungspuls in der Probe
induziert. Die Bildung des cis-Isomers kann nicht eindeutig nachgewiesen werden.
• Aus den Experimenten im sichtbaren Spektralbereich konnte eine Obergrenze von
etwa 10% für die trans ! cis-Isomerisierungsquantenausbeute abgeschätzt werden,
was mit den Messungen im IR übereinstimmt.
Anisotropiemessungen
Alle Messungen am Azoschalter wurden polarisationsabhängig mit unterschiedlichen
relativen Orientierungen von Anreg- und Abtastlicht durchgeführt: parallel, senkrecht und
 = 54;7° (magischer Winkel). Mit der computergesteuerten Rotationseinheit (Abschnitt
3.1.4, S. 47) wurde die Polarisation des Anregungsstrahls während der Messung für
alle drei Winkel eingestellt, somit ist die optimale Vergleichbarkeit der drei Datensätze
gewährleistet. In Abbildung 6.18 sind Transienten der drei Datensätze sowie des nach
Gleichung 3.17 (S. 61) berechneten Signals für den magischen Winkel dargestellt. Die
gute Übereinstimmung der berechneten mit den gemessenen Daten zeigt die Präzision
der Messung und die korrekte Einstellung der Polarisationen.
Die Herleitung des Anisotropieparameters r und seine Interpretation wurde bereits im
Abschnitt 3.2.3 (S. 60) dieser Arbeit präsentiert. Aus der Anisotropie können prinzipiell
Informationen über die relative Ausrichtung der Übergangsdipolmomente der angeregten
und abgetasteten Übergänge abgeleitet werden. Somit lassen sich Rückschlüsse auf die
Molekülgeometrie ziehen. Aus der zeitlichen Änderung der Anisotropie ergeben sich
entsprechend zusätzliche strukturelle Informationen über die molekulare Dynamik.
Die Auswertung ist streng genommen nur für isolierte positive oder negative Dif-
ferenzbanden erlaubt. Im Fall der Überlagerung von Signalen mit unterschiedlichen
Vorzeichen oder bei Transienten, die Nullstellen aufweisen, ist eine Auswertung nicht
sinnvoll bzw. der Anisotropieparameter nicht deﬁniert. Deshalb sind bei der Auswertung
einige Randbedingungen zu beachten:
• Bei langen Verzögerungszeiten ergeben sich sehr kleine Diﬀerenzsignale im Bereich
der experimentellen Auflösung. Eine Auswertung der Anisotropie ist hier wegen
des schlechten Signal-zu-Rausch-Verhältnis nicht sinnvoll.
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• Die Überlagerung positiver und negativer Signale mit unterschiedlicher Zeitabhän-
gigkeit führt zu Transienten mit Nulldurchgängen, die keine Auswertung erlauben.
• Nulldurchgänge treten auch bei Kanälen auf, auf denen die spektrale Verschiebung
der Diﬀerenzsignale dominiert (vgl. Abb. 6.16(b)), auch hier kann die Anisotropie
nicht ausgewertet werden.
• Für die Interpretation muss auf allen Transienten geprüft werden, ob diese einem
einzelnen Zustand zugeordnet werden können oder ob sie aus der Überlagerung
unterschiedlicher Signale – mit unterschiedlicher Polarisationsabhängigkeit – be-
stehen. Wie in Abb. 6.14(a) auf Seite 176 gezeigt wurde, ist nahezu im gesamten
Spektralbereich von einer Überlagerung auszugehen.
Theoretisch ließe sich für jede Polarisation und jede Verzögerungszeit aus den Diﬀerenz-
spektren das Edukt- und Produktspektrum errechnen. Die überlagerten positiven und
negativen Beiträge könnten so separiert und getrennt ausgewertet werden, was auch die
uneingeschränkte Berechnung der Anisotropie erlauben würde. Aus dieser Vorgehensweise
würden sich jedoch neue, hier nicht kontrollierbare Fehlerquellen ergeben wie z.B. die
nur ungenau mögliche Skalierung der Eduktspektren. Aufgrund dieser Unsicherheiten ist
eine derartige Korrektur allein mit den vorliegenden Daten nicht durchführbar.
Ziel war es, eine umfassende globale Auswertung und den direkten Vergleich mit der
Untersuchung der cis ! trans-Isomerisierung zu ermöglichen. Daher wurden zunächst
sämtliche Berechnungen für die Datensätze beider Isomere durchgeführt und bewertet:
Die erhaltenen Anisotropieparameter r(~ ;t) zeigen innerhalb der ersten ca. 10ps keine
signiﬁkante Zeitabhängigkeit, d.h. die ihre zeitlichen Änderungen sind kleiner oder gleich
der statistischen Abweichungen (Abb. 6.18). Im Zeitbereich nach 10ps zeigten sich
starke Schwankungen der Werte wegen der geringen Signalamplituden sowie zum Teil
auftretender Nulldurchgänge und es ergeben sich Werte für r außerhalb des Deﬁnitions-
bereiches. Bei sehr kurzen Verzögerungszeiten entstehen wegen der kohärenten Eﬀekte
am Zeitnullpunkt ebenfalls starke Schwankungen.
Deswegen wurde die quantitative Analyse der Anisotropie auf den Zeitbereich zwischen
0,4ps und 8ps eingeschränkt. Der Wert des Anisotropieparameters r ist in diesem
Zeitfenster praktisch konstant, daher wurde für jede Wellenzahl aus den Einzelwerten
der Mittelwert und dessen Fehler berechnet. Es wurden alle Kanäle verworfen, deren
gemittelter Anisotropieparameter einen Fehler von 〈r〉 aufweist.
Trägt man die gültigen Werte gegen ihre Wellenzahl auf, ergibt sich die in Abbildung
6.18(a) dargestellte spektrale Abhängigkeit der Anisotropie (Anisotropiespektrum). Es
zeigt sich, dass alle im Hinblick auf ihren Fehler als gültig angesehenen Werte auch
innerhalb der Deﬁnitionsgrenzen des Anisotropieparameters liegen (-0,2 r0,4). Zum
Vergleich ist das transiente Diﬀerenzspektrum nach 1ps eingefügt und die auswertbaren
Bereiche sind farbig hinterlegt: ausgebleichte Grundzustandsbanden in blau und positive
Produktbanden in gelb.
Im Anisotropiespektrum wird deutlich, dass die Werte innerhalb der einzelnen Banden
im Diﬀerenzspektrum sehr ähnlich sind, während sie sich zwischen verschiedenen Banden

































W ellenzahl / cm
-1
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Abbildung 6.18: Azoschalter (trans ! cis): (a) Anisotropieparameter 〈r〉 gemittelt im Zeitbereich
von 0,4ps bis 8ps im Vergleich zum transienten Spektrum (magischer Winkel) nach 1ps: negative
Diﬀerenzbanden sind in blau und positive in gelb hinterlegt.
(b)–(g) transiente Absorptionsänderungen und Anisotropieparameter r für ausgesuchte Kanäle im
Zeitbereich von -2ps bis 20ps. Dargestellt sind die gemessenen Absorptionsänderungen für folgende
Orientierungen von Anreg- und Abtastlicht: parallel (blau), senkrecht (rot), magischer Winkel (grau)
sowie die aus parallel und senkrecht berechnete Absorptionsänderung für den magischen Winkel (orange).
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Bande ~ /cm 1 〈r〉 〈r〉 hi/° hi/°
AmidI 1664  0,156 0,003 74,3 0,6
1642  0,091 0,006 64,8 0,8
Phenyl 1603 0,37 0,03 13 6
1597 0,113 0,013 44 1,3
AmidII 1550 0,068 0,005 48,1 0,5
1527 0,148 0,004 40,4 0,4
Phenyl 1494 0,278 0,012 27 1,4
1473 0,176 0,008 37,7 0,8
Tabelle 6.4: Anisotropieparameter 〈r〉 des Azoschalters (trans ! cis), gemittelt im Zeitbereich von
0,4ps bis 8ps. Angegeben sind die Werte für die Extrema der Diﬀerenzbanden, die nach Gl. 3.18 (S. 61)
berechneten Erwartungswerte des Winkels hi und die Standardfehler der Mittelwerte.
unterscheiden. Dies gilt insbesondere auch für die positiven und negativen Diﬀerenz-
banden, die derselben Schwingung zugeordnet werden können. Das bedeutet, dass die
nach der Anregung rotverschoben absorbierenden Schwingungsmoden nicht dieselbe
Anisotropie aufweisen, wie die des Grundzustandes vor der Absorption. Das kann als
räumliche Umorientierung der beteiligten Gruppen nach der Anregung oder als eine
andere Verteilung der Strukturen interpretiert werden.
Gerade bei der Betrachtung von Schwingungszuständen müssen die Flexibilität der
Moleküle und deren möglicherweise vielfältige Konformationen beachtet werden. Die
durchgeführte Ensemblemessung erlaubt keine Rückschlüsse auf die Geometrie einzelner
Moleküle, folglich ergibt sich nur der Erwartungswert der Winkel aber keine Informati-
on über die Breite ihrer Verteilung: Beispielsweise entspricht ein Anisotropiewert von
r=0 einem Winkel von =54,7°. In dem Fall könnten beide Dipolmomente im Molekül
tatsächlich in diesem Winkel stehen, oder es liegt eine vollkommen isotrope Verteilung
vor bei der alle Winkel mit gleicher Wahrscheinlichkeit auftreten. Insofern sind konkrete
Aussagen nur für die Extremfälle paralleler (r=0,4) oder senkrechter (r= 0;2) Ori-
entierung möglich. Tabelle 6.4 fasst die Werte für die Minima (Maxima) der negativen
(positiven) Diﬀerenzbanden zusammen. Die Fehler wurden aus der Verteilung der Einzel-
werte abgeleitet, sie repräsentieren im Wesentlichen das Signal-zu-Rausch-Verhältnis auf
den jeweiligen Wellenzahlen und nicht die Genauigkeit der Winkelmessung. Alle zuvor
genannten systematischen Fehler der Methode bleiben davon unberührt.
Im Kombination mit quantenchemischen Rechnungen lassen sich die experimentell
bestimmten Anisotropieinformationen hervorragend nutzen, um die Strukturmodelle
zu veriﬁzieren, bzw. eine vorhandene Bandenzuordnung anhand der experimentell be-
stimmten Winkeln überprüfen. Dabei wird das Übergangsdipolmoment für das sichtbare
Anregungslicht bereits bei der Geometrieoptimierung direkt ausgegeben und kann an-
sonsten – zumindest grob – aus der Betrachtung der Molekülorbitale und Symmetrien
abgeleitet werden. Für die Infrarotübergänge liegen im Allgemeinen keine derartigen
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Informationen vor und falls es sich nicht um lokale Moden sondern um Gruppenschwin-
gungen handelt, dann ist die Bestimmung des Übergangsdipolmoments nicht trivial.
Mit Hilfe der durchgeführten Geometrieoptimierung und Normalmodenanalyse kann es
jedoch zumindest näherungsweise abgeleitet werden: Für jede Schwingung sind die Koor-
dinaten aller Atome sowie die Richtungen und Amplituden ihrer Auslenkung bekannt.
Multipliziert man die Verschiebungsvektoren einer Normalmode mit den Partialladungen
der Atome, dann erhält man die Änderung der Ladungsverteilung durch die Schwingung
und somit auch ihr Dipolmoment. Eine derartige Rechnung wird zur Zeit von PD Markus
Braun durchgeführt, diese wird eine tiefergehende Interpretation der experimentellen
Daten erlauben.
Eine vorläuﬁge Analyse kann anhand der AmidI-Bande durchgeführt werden. Diese
Mode entspricht weitgehend der C=O-Streckschwingung, so dass die Lage des zuge-
hörigen Übergangsdipolmoments in erster Näherung durch die Verbindungslinie dieser
beiden Atome gegeben ist. Ebenso erscheint die Annahme gerechtfertigt, dass das Über-
gangsdipolmoment für die elektronische Anregung des trans-Isomers in der Ebene der
Phenylringe liegt und mit der Hauptachse der chromophoren Azobenzol-Untereinheit
zusammenfällt [27, 42, 308]. Unter diesen Annahmen stimmt der Winkel zwischen den
Übergangsmomenten gut mit dem aus der Anisotropie ermittelten Wert von hi=74,3°
überein (vgl. Abb. 6.8(a), S. 164).
Zum vollständigen Verständnis der Anisotropieinformation sind noch weitere Arbeiten
notwendig, die über die Zielsetzung dieser Dissertation hinausgehen. Vor allem gilt es
die Unterschiede zwischen den negativen und positiven Diﬀerenzbanden der einzelnen
Schwingungsmoden zu erklären. Die Korrelation der Anisotropieparameter innerhalb
der Banden gibt keinen Hinweis darauf, dass die Werte durch sich überlagernde Signa-
le stark beeinﬂusst sind. Alle Banden zeigen nach der Anregung Winkeländerungen
von mindestens 8°. Aufgrund der geringen Isomersierungsquantenausbeute kann eine
Konﬁgurationänderung diese großen Eﬀekte nicht erklären. Die Annahme, dass die Elek-
tronenkonﬁguration im elektronisch angeregten Zustand zu einem geänderten Kraftfeld
und anderen Partialladungen führt, könnte geänderte IR-Übergangsmomente erklären.
Nach dem Übergang in den Grundzustand wäre jedoch wiederum eine Änderung der
Anisotropie zu erwarten, was nicht nachzuweisen ist. Mit derselben Überlegung kann auch
die Population des heißen Grundzustands als alleinige Ursache ausgeschlossen werden.
Möglicherweise spielen auch ganz andere Prozesse eine Rolle. So könnten die Azoschalter
im elektronisch angeregten Zustand zu nichtlinearen optischen Eﬀekten in der Probe wie
z.B. optischer Aktivität führen und die Polarisation des Abtaststrahls beeinﬂussen [41].
6.5.4 Transiente IR-Diﬀerenzspektren der cis ! trans-Isomerisierung
Vorbemerkungen
Es wurde derselbe Spektralbereich wie bei der trans ! cis-Isomerisierung (1330cm 1
– 1700cm 1) untersucht. Dieser wurde mit insgesamt vier Messungen abgedeckt: für
Wellenzahlen kleiner gleich 1470cm 1 wurde Gitter3 (d=75/mm) eingesetzt, ansonsten
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(a) Rohdaten, vollständig (b) Rohdaten, ab 0,4ps (c) globale Anpassung
Abbildung 6.19: Transiente Absorptionsänderung des Azoschalters nach Anregung bei 425nm (cis
! trans) bestehend aus vier Einzelmessungen mit Abtastung im magischen Winkel. Die Zeitachse
ist linear bis 1ps und logarithmisch für längere Verzögerungszeiten. In (a) ist die PFID-Signatur vor
dem Zeitnullpunkt sowie die um den Zeitnullpunkt dominierende Kreuzphasenmodulation deutlich zu
erkennen. In Abb. (b) wird der Zeitbereich ab 0,4ps dargestellt, was zu einer etwas besseren Farbskala
führt. Im Zeitbereich von 0,5ps bis 1,8ns wurde eine globale Fitanalyse durchgeführt. (c) zeigt das
Ergebnis für die Anpassung mit 4 exponentiellen Zerfallsfunktionen.
Gitter2 (d=150/mm). Die Daten wurden ebenfalls für die drei Polarisationsorientierun-
gen parallel, senkrecht und magischer Winkel im referenzierten Modus erfasst.
Angeregt wurde mit der SFG bei 425nm mit 600nJ Pulsenergie. Die Verwendung so
hoher Pulsenergien war nötig, da die S1(n)-Bande des cis-Azoschalters nur eine geringe
Absorption aufweist. Eine höhere Probenkonzentration kam hingegen nicht in Frage,
da bei erhöhter Absorption des Abtastlichtes das Signal-zu-Rausch-Verhältnis sinken
würde. Es ist nicht möglich, das reine cis-Isomer durch Belichtung im photostationären
Gleichgewicht zu präparieren, unter den vorliegenden Bedingungen sind ca. 10% bis
15% der angeregten Moleküle in der trans-Konﬁguration (vgl. Tab. 6.2, S. 169).
Der Zeitbereich der Messung und die Korrektur des Zeitnullpunktes sowie die folgende
Verarbeitung, Auswertung und Darstellung der Daten ist identisch zu Untersuchung der
trans ! cis-Isomerisierung. Dies wurde ab Seite 172 ausführlich beschrieben und soll
hier nicht wiederholt werden.
Ergebnisse der fs-IR-Messungen
In Abbildung 6.19 wird die Übersicht der transienten Absorptionsänderungen nach
Anregung des cis-Isomers in der S1(n)-Bande dargestellt. Es zeigt sich eine große
Ähnlichkeit mit den Ergebnissen nach Anregung des trans-Azoschalters (Abb. 6.12,
S. 174). Dies entspricht auch der Erwartung, da die wesentlichen Merkmale der IR-
Absorptionsspektren unabhängig von der Konﬁguration sind und die Photoanregung zu
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Abbildung 6.20: Transiente Diﬀerenzspektren des Azoschalters (cis ! trans) zu ausgewählten Verzö-
gerungszeiten. In (a) sind die unverarbeiteten Daten dargestellt. Zum Vergleich sind in (b) dieselben
Spektren nach der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten gegeben.
vergleichbaren Eﬀekten führen sollte. Auf eine erneute ausführlichen Beschreibung wird
verzichtet, statt dessen werden nur die wichtigsten Merkmale kurz zusammengefasst.
Insgesamt bleibt festzustellen, dass die transienten Absorptionsänderungen und das
Signal-zu-Rausch-Verhältnis bei dieser Messreihe geringer sind.
Die auftretenden Eﬀekte lassen sich nach ihrer zeitlichen Abfolge wie folgt gliedern:
1. vor dem Zeitnullpunkt: gestörter freier Induktionszerfall, 2. um den Zeitnullpunkt:
Störung durch die Kreuzphasenmodulation, 3. nach dem Zeitnullpunkt: Reaktion der
Schwingungsmoden auf die elektronische Anregung. Es tritt wieder bei allen beobachteten
Schwingungsbanden, außer der C–H2-Bande bei 1356cm 1, eine Rotverschiebung auf.
Dieses instantan erscheinende Signal zerfällt auf der Zeitskala von etwa 10ps und
entspricht in der spektralen Signatur in erster Näherung der Anregung des trans-Isomers.
Nach langen Verzögerungszeiten tritt das konstante Diﬀerenzspektrum einer langlebigen
Spezies auf.
Abbildung 6.20 zeigt ausgewählte transiente Diﬀerenzspektren. In diesen erkennt man
den Zerfall der instantanen Diﬀerenzsignale, aber es werden auch einige Unterschiede
zur Messung am trans-Isomer deutlich:
• Die langlebigen Signale sind deutlich ausgeprägter als nach Anregung der trans-
Isomere.
• Im Spektralbereich oberhalb von 1670cm 1 ergibt sich eine positive Absorptions-
änderung, die mit ca. 10ps zerfällt und zuvor nicht beobachtet wurde.
• Das Bleichsignal der AmidI-Bande entspricht nicht exakt dem Signal vor dem
Zeitnullpunkt und erscheint zudem schmaler als bei der Messung der trans-Konﬁgu-
ration. Auch die Zeitabhängigkeit der Bande ist eine andere.
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Abbildung 6.21: Transienten des Azoschalters (cis ! trans) bei ausgewählten Wellenzahlen. Die
einzelnen Signale wurden entsprechend ihrer Amplitude in zwei getrennten Diagrammen dargestellt.
Rohdaten sind als Kreise und die Kurven der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten als Linie
dargestellt. Das Signal bei 1670cm
 1 tritt bei der Messung der trans ! cis -Isomerisierung nicht auf.
• Das Signal der Kreuzphasenmodulation ist hier wesentlich stärker ausgeprägt,
was durch die höhere Intensität des Anregungslichts bedingt ist. Aufgrund der
niedrigen Absorption in der S1(n)-Bande des cis-Isomers sind die Signale der
Probe trotzdem kleiner als die des trans-Isomers.
• Die zeitabhängige Verschiebung in der AmidII-Region ist weniger ausgeprägt, das
Diﬀerenzsignal bei 1356cm 1 ist nicht mehr nachweisbar.
• Das Bleichsignal der AmidII-Bande verschwindet nach ca. 50ps.
Zusätzlich zu den Signalen der Probe ist eine Störung zu erkennen: den Diﬀerenzspek-
tren ist im Bereich von 1470cm 1 bis 1700cm 1 ein alternierendes Signal mit einer
Amplitude von ca. 5  10 6 überlagert. Dieses Artefakt wird nahezu unverändert zu
allen Verzögerungszeitpunkten beobachtet, es ist also von einem systematischen Fehler
auszugehen. Die Ursache konnte auf die Verstärkerelektronik eingegrenzt werden. Ver-
mutlich beeinﬂusste das große Signal der Photodiode im Anregungsstrahlengang das
Massepotential der angeschlossenen Verstärkerplatine synchron mit der Anregung. Jedes
zweite Element einer Detektorzeile wird ebenfalls auf dieser Platine verstärkt, so dass es
über das Massepotential zu einem Übersprechen der Kanäle kommen kann, welches mit
der Anregung synchronisiert ist. Nach dem Austausch der Photodiode ist dieser Eﬀekt
in späteren Messreihen nicht mehr aufgetreten.
Globale Fitanalyse
Die große Ähnlichkeit der transienten Diﬀerenzspektren beider Isomere zeigt, dass
dieselben Prozesse auftreten, was durch die globale Analyse im Prinzip bestätigt wird.
Jedoch ergeben sich im Detail einige Unterschiede, deren Ursachen nicht eindeutig zu
klären sind.
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Das höhere Rauschen des Datensatzes führt zu einer relativ großen Unsicherheit der
globalen Anpassung und der daraus resultierenden Zeitkonstanten. Entsprechend sind
auch die zerfallassoziierten Spektren deutlich verrauschter als die des trans-Isomers, so
dass auch deren Zuordnung und Interpretation beeinträchtigt sind.
Die Frage nach der Anzahl der Zeitkonstanten der globalen Anpassung kann nicht
eindeutig beantwortet werden. Nimmt man einen monoexponentiellen Zerfall an, wählt
also eine Anpassung mit zwei Zeitkonstanten von denen eine auf den Wert 2 :=1
festgelegt wurde, dann erhält man: 1 =8,7ps. In erster Näherung ergeben sich also
keine wesentlichen Unterschiede zum trans-Isomer ( =7,9ps). Bei Verwendung von
drei Zeitkonstanten ergibt sich 1 =6,9ps, 2 =18ps und 3 :=1. Dabei zeigen sich
praktisch nur noch innerhalb der ersten Pikosekunden Abweichungen der Kurve von
den Messwerten. Da in diesem Zeitbereich nur wenige Messwerte zur Anpassung der
Kurven zur Verfügung stehen kann dieser Befund allein noch nicht als signiﬁkant für
eine unzureichende Modellierung der Daten angesehen werden. Bei Verwendung von vier
Komponenten erhält man: 1 =0,7ps , 2 =8,3ps, 3 =20ps und 4 :=1. Damit werden
die Signale im Bereich um 1ps besser angepasst und die Werte stimmen im Rahmen
der Analysegenauigkeit mit denen für die trans-Konﬁguration überein. Abbildung 6.21
zeigt die angepassten Kurven zusammen mit den transienten Absorptionsänderungen
ausgewählter Wellenzahlen.
Im Vergleich zu der globalen Analyse der transienten Diﬀerenzspektren des trans-
Isomers ist der Wert der kürzesten Zeitkonstanten halbiert. Da die Analyse im Zeitbereich
t 0,5ps durchgeführt wird, ist Anpassung dieser Komponente zwar mit einer großen
Unsicherheit behaftet, trotzdem ist das zerfallassoziierte Spektrum zu 1 eindeutig
strukturiert. Es muss also davon ausgegangen werden, dass diese Komponente nicht allein
auf die Beschreibung des kohärenten Artefaktes oder anderen Störgrößen zurückzuführen
ist. Insgesamt erscheint die Verwendung von vier Zeitkonstanten also gerechtfertigt und
wird im Folgenden als optimal angesehen und diskutiert.
In den 2d-Graﬁken sowie in den transienten Spektren lässt sich gut erkennen, dass der
Signalverlauf durch den Rückgang und die leichte spektrale Änderung der instantanen
Rotverschiebung dominiert wird. Das wird durch 2 und 3 angepasst, deren Werte
signiﬁkant größer sind als die entsprechenden des trans-Isomers. Dies darf jedoch nicht
überbewertet werden, da zwei Zerfallsfunktionen benötigt werden, um die unterschiedlich
ausgeprägten spektralen Verschiebungen der Diﬀerenzbanden zu modellieren.
Interessanter ist der Vergleich der zerfallassoziierten Spektren: Eine deutliche spektrale
Verschiebung tritt diesmal im Bereich der AmidI-Mode auf, dies wird durch die nahezu
spiegelbildlichen und leicht versetzten Spektren modelliert und führt so auch zu den
sehr großen Amplituden in diesem Bereich. Umgekehrt ist es im Bereich der AmidII-
Schwingungsmode: diese zeigt in der cis-Konﬁguration weniger ausgeprägte spektrale
Änderungen als in der trans-Konﬁguration – die Spektren zu 2 und 3 zeigen eine
versetzte Signatur, keine spiegelbildliche.
Das mit 1 assoziierte Spektrum ist nahezu im gesamten Spektralbereich positiv. Ne-
gative Banden treten nur im Bereich der AmidI- sowie einer Phenylmode auf (1660cm 1
und 1600cm 1). Das entspricht dem Zerfall einer breitbandigen, unstrukturierten Ab-
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Abbildung 6.22: Zerfallassoziierte Spektren des Azoschalters (cis ! trans) für die globale Anpassung
mit vier Zeitkonstanten (a). Die konstante Komponente ( =1) wird in (b) zusammen mit einem
basislinienbereinigten Spektrum dargestellt (siehe Abschnitt 3.2.2, S. 57). Zum Vergleich ist das willkürlich
skalierte cis ! trans-Diﬀerenzspektrum (Abb. 6.11(b), S. 170) in grau hinterlegt.
sorption zusammen mit dem Rückgang des Bleichsignals in diesen Banden, ist also nicht
identisch mit dem zerfallassoziierten Spektrum zu 1 des trans-Isomers. Dieses Spektrum
ist mit der größten Unsicherheit behaftet, so dass eine genauere Untersuchung hier nicht
erfolgen kann.
Das zerfallassoziierte Spektrum zu 4 repräsentiert wieder eine langlebige Spezies.
In Abbildung 6.22(b) ist es zusammen mit dem cis ! trans-Diﬀerenzspektrum der
photostationären Gleichgewichte dargestellt. Im Vergleich zum trans-Isomer fällt die
deutlich größere Amplitude auf. Trotzdem wird das cis ! trans-Diﬀerenzspektrum auch
in diesem Fall nach 1,8ns noch nicht erreicht auch wenn zum Teil Übereinstimmungen
feststellbar sind. Im Vergleich zu den übrigen Signalen ist beispielsweise das residuale
Bleichsignal im AmidI-Bereich überproportional groß und zudem spektral verschoben:
es liegt bei der Wellenzahl des Nulldurchgangs im Gleichgewichtsdiﬀerenzspektrum.
Außerdem tritt wieder eine positive Basislinienverschiebung auf, die beim trans-Isomer
einem Temperatursprung zugeordnet wurde. Das basislinienbereinigte Spektrum wird
ebenfalls dargestellt. Allerdings muss hier von Artefakten im Bereich der AmidII-Bande
ausgegangen werden, da dort die Grenzen zweier Messbereiche liegen, auf denen die
Korrektur jeweils unabhängig durchgeführt wird.
Interpretation
Diese Messungen lassen sich ebenfalls auf Grundlage der für Azobenzol entwickelten
Modellvorstellungen interpretieren. Es werden dieselben spektralen Charakteristika wie
bei den Experimenten am trans-Azoschalter beobachtet, daher wird hier nur noch das
daraus abgeleitete Reaktionsschema dargelegt und auf eine ausführliche Begründung
verzichtet. Es sind folgende grundlegende Prozesse zu erwarten bzw. zu beobachten:
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Die Anregung führt zu einer nicht-thermischen Besetzung des S1(n)-Zustands, was
mit einer instantanen Rotverschiebung der beobachteten Schwingungsmoden verbunden
ist. Diese Population relaxiert (sub-ps) über intramolekulare Schwingungsenergieumver-
teilung, dabei heizt sich das Molekül auf. Die elektronische Deaktivierung läuft ebenfalls
auf Pikosekundenzeitskala ab und führt entsprechend zu aufgeheizten Molekülen im
elektronischen Grundzustand, wobei zum Teil die trans-Konﬁguration gebildet wird.
Die Komponente 1 =0,7ps beschreibt den Zerfall einer sehr breiten, unspeziﬁschen
Absorption und die Repopulation einiger Grundzustandsschwingungen. Dies kann mit
einer schnellen Komponente des Zerfalls des S1(n)-Zustands assoziiert sein. Die kürzere
Lebensdauer angeregter Zustände nach der S1(n)-Anregung von cis-Azobenzol im Ver-
gleich zum S2()-Übergang von trans-Azobenzol ist allgemein anerkannt. Entsprechend
sind hier auch kürzere Zeitkonstanten für diese Prozesse zu erwarten.
Die heißen trans- und cis-Moleküle relaxieren mit einer Zeitkonstante von etwa 10ps
durch Schwingungsenergieumverteilung an die Lösungsmittelumgebung. Dies führt zum
Zerfall der Diﬀerenzbanden bei gleichzeitiger spektraler Veränderung und wird in der
globalen Anpassung durch die Komponenten 2 =8,3ps und 3 =20ps modelliert. Dabei
zeigt die AmidI-Bande deutlich eine transiente Rotverschiebung des Diﬀerenzsignals, was
zu großen, sich teilweise kompensierenden Amplituden der zerfallassoziierten Spektren in
diesem Bereich führt. Die AmidII-Mode weist bei diesen Experimenten keine ausgeprägte
spektrale Verschiebung auf.
Das bei langen Verzögerungszeiten konstante Signal wird durch das zerfallassoziierte
Spektrum zu 4 :=1 repräsentiert. Es kann überwiegend auf die Aufheizung des Lö-
sungsmittels durch der Umverteilung der Anregungsenergie zurückgeführt werden. Die
für eine solche Temperaturerhöhung charakteristische positive Basislinie liegt wieder bei
etwa 10  10 6. Die Amplituden der schmalbandigen Struktur sind im Vergleich zum
trans-Isomer etwa verdoppelt, was mit dem Temperatursprung allein nicht zu erklären
ist. Die Struktur ist zumindest teilweise auf die cis ! trans-Isomerisierung zurückzu-
führen, wie der Vergleich mit dem mit dem Diﬀerenzspektrum der photostationären
Zustände beweist. Eine bessere Übereinstimmung der Spektren ist nicht zu erwarten,
da temperaturinduzierte spektrale Änderungen vergleichbarer Größe für die cis- und
trans-Photoprodukte berücksichtigt werden müssen.
Aus der Amplitude der instantanen Signale lässt sich auch hier das maximal zu
erwartende Diﬀerenzsignal aufgrund der cis ! trans-Isomerisierung bestimmen. Bei
einer lichtinduzierten Konzentrationsänderung des cis-Azoschalters von 90%, analog
der photostationären Gleichgewichte, ergibt sich ein AmidII-Diﬀerenzsignal von A 
1510 6. Für die cis ! trans-Isomerisierungsquantenausbeute von Azobenzol in DMSO
wurde ein Wert von ca. 30% abgeschätzt [131], daraus folgt A  510 6. Das entspricht
in etwa den beobachteten Amplituden, wenn man einen Temperatureﬀekt berücksichtigt,
wie er bei der Messung am trans-Azoschalter beobachtet wird. Die Fehlergrenzen für
diese Abschätzung sind relativ hoch, so dass Werte im Bereich von etwa 20% bis 50%
realistisch erscheinen.
Der Einﬂuss von teilweise angeregten trans-Isomeren kann in den transienten Spektren
im Rahmen der Messgenauigkeit nicht nachgewiesen werden. Die spektralen Unterschiede
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zwischen beiden Konﬁgurationen sind relativ gering und die Spektren werden durch die
dominierenden Kühlprozesse in gleicher Weise beeinﬂusst. Ohne die Möglichkeit einer
zuverlässigen Skalierung kann keine Separation des cis-Anteils in den Daten erfolgen.
Anisotropiemessungen
Die Auswertung der Anisotropie erfolgt analog zum trans-Isomer (vgl. Abschnitt 6.5.3,
S. 186). Abbildung 6.23 zeigt das im Zeitbereich von 0,4ps bis 8ps gemittelte Aniso-
tropiespektrum und Transienten ausgewählter Wellenzahlen. Im Spektrum sind nur die
Werte dargestellt, für die 〈r〉 0,05 gilt.
Das verschlechterte Signal-zu-Rausch-Verhältnis wirkt sich auch auf die Berechnung
des Anisotropieparameters aus: Insbesondere im Bereich der AmidII-Bande schwanken
die Werte stark. Trotzdem erkennt man wieder die Korrelation der Werte innerhalb der
einzelnen Diﬀerenzbanden. In Tabelle 6.5 sind die Anisotropieparameter und die daraus
berechneten Mittelwerte des Winkels  zwischen den Übergangsdipolmomenten des sicht-
baren Anregungs- und des infraroten Abtastlichtes für einige Banden zusammengestellt.
Das Ergebnis unterscheidet sich teilweise deutlich von dem der trans-Konﬁguration.
Für die cis-Konﬁguration ergibt sich für das Signal der ausgebleichten (negativen) AmidI-
Bande hi=83° und für die positive Produktbande hi=56°. Für das trans-Isomer erhält
man dagegen für die ausgebleichte AmidI-Bande hi=74,3° und für die Produktbande
hi=64,8°. Die aus den Bleichsignalen ermittelten unterschiedlichen Winkel für beide
Konﬁgurationen entsprechen den verschiedenen Gleichgewichtsgeometrien von cis- und
trans-Isomer.
Bemerkenswert ist der Eﬀekt der Anregung auf die AmidI-Mode: der Winkel hi ändert
sich von nahezu senkrecht auf etwa 54° was sehr nahe am magischen Winkel liegt. Außer-
dem sind die Werte innerhalb der Produktbande nicht konstant, sie weisen einen Verlauf
von nahezu isotrop bei 1642cm 1 (Maximum der Diﬀerenzbande) zu etwa 42° (r=0,134
) bei 1624cm 1 (niederenergetischen Flanke) auf. Die Interpretation ist nicht eindeutig.
Entweder wird eine neue Konformation mit einem veränderten Winkel eingenommen
oder die Anregung führt zu mehr Flexibilität, so dass eine nahezu isotrope Verteilung
der Winkel resultiert. Möglicherweise gibt es innerhalb der inhomogen verbreiterten
Produktbande einen Zusammenhang zwischen dem Winkel  einer Schwingungsmode
und ihrer Wellenzahl. Ein vergleichbarer Eﬀekt tritt bei trans nicht auf: der Winkel
ändert sich nur um etwa 10°, von etwa 74° auf 65°.
Es gibt verschiedene Ansätze zur Erklärung dieser Befunde, von denen die am wahr-
scheinlichsten erscheinenden aufgezählt werden:
• Die cis-Konﬁguration des Azoschalters ist sterisch beansprucht, im angeregten
Zustand und im heißen Grundzustand vergrößert sich der zugängliche Konformati-
onsraum, die Verteilung der Winkel ist nahezu isotrop. In der trans-Konﬁguration ist
bereits vor der Anregung mehr Flexibilität vorhanden, da die Substituenten in para-
Position sterisch nicht gehindert sind. Entsprechend wären die Auswirkungen der
Anregung geringer. Im AmidII-Bereich unterscheiden sich beide Konﬁgurationen
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(a) Spektrale Abhängigkeit der Anisotropie









































































































































































































Abbildung 6.23: Azoschalter (cis ! trans): (a) Anisotropieparameter 〈r〉 gemittelt im Zeitbereich
von 0,4ps bis 8ps im Vergleich zum transienten Spektrum (magischer Winkel) nach 1ps: negative
Diﬀerenzbanden sind in blau und positive in gelb hinterlegt.
(b)–(g) transiente Absorptionsänderungen und Anisotropieparameter r für ausgesuchte Kanäle im
Zeitbereich von -2ps bis 20ps. Dargestellt sind die gemessenen Absorptionsänderungen für folgende
Orientierungen von Anreg- und Abtastlicht: parallel (blau), senkrecht (rot), magischer Winkel (grau)
sowie die aus parallel und senkrecht berechnete Absorptionsänderung für den magischen Winkel (orange).
1986.5 Der Azoschalter
Bande ~ /cm 1 〈r〉 〈r〉 hi/° hi/°
AmidI 1660  0,190 0,005 83 2
1642 0,012 0,005 55,0 0,5
Phenyl 1605 0,06 0,04 49 4
AmidII 1548 0,08 0,03 47 3
1528 0,154 0,004 39,8 0,4
Tabelle 6.5: Anisotropieparameter des Azoschalters (cis ! trans), gemittelt im Zeitbereich von 0,4ps
bis 8ps. Angegeben sind die Werte für die Extrema der Diﬀerenzbanden, die gemäß Gl. 3.18 (S. 61)
berechneten Erwartungswerte des Winkels  und die Standardfehler der Mittelwerte.
allerdings nur unwesentlich. Beide Schwingungsmoden sind mit der Konformati-
on der Peptidgruppe verknüpft, daher erscheint die Erklärung allein durch eine
Geometrieänderung als zu einfach.
• Die nach der Photoanregung isomerisierten Moleküle unterscheiden sich in Geo-
metrie und Anisotropiespektrum vom Ausgangszustand. Ihre Signatur überlagert
die der nicht isomerisierten, was bei hohen Isomerisierungsquantenausbeute nach
der S1(n)-Anregung des cis-Isomers eine entscheidende Rolle spielt, während
die S2()-Anregung des trans-Azoschalters nicht signiﬁkant zur Isomerisierung
führt.
• Die Unterschiede in den Anisotropiespektren werden durch die geänderte elektroni-
sche Struktur der Moleküle nach der Absorption der Anregungsphotons verursacht.
Diese unterscheiden sich natürlich, da beim trans-Isomer der S2()-Übergang
und beim cis-Isomer der S1(n)-Übergang angeregt wurde. Zumindest diese Mög-
lichkeit könnte veriﬁziert werden indem man die Anisotropie von S2()- und
S1(n)-Anregung derselben Konﬁguration vergleicht – was aber nicht Zielsetzung
dieser Arbeit ist.
Vermutlich spielen alle genannten Eﬀekte eine Rolle und sind nicht isoliert zu betrachten.
Zu einem besseren Verständnis könnten die Messungen im relevanten Zeitbereich mit
kleinerer Schrittweite wiederholt werden, um eine bessere Auflösung zu erhalten und
so die Basis für Interpretationen zu festigen. Zudem wären sowohl quantenchemische
Rechnungen als auch Molekulardynamiksimulationen hilfreich. Damit könnte das Bild
vom zugänglichen Konformationsraum der Isomere verfeinert und die Flexibilität des
Moleküls verfolgt werden. Für ausgewählte Konformationen könnten dann die Über-
gangsdipolmomente berechnet und die so errechneten Anisotropieparameter mit den
gemessenen Werten verglichen werden.
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6.6 Die photoschaltbare Collagen-Tripelhelix
Die Struktur des synthetischen Modellpeptids und das Prinzip der lichtinduzierten
Entfaltung wird in der Einleitung dieses Kapitels erläutert (Abb. 6.5, S. 162). Die Bil-
dung der Tripelhelix und die lichtgesteuerte Modulation des Anteils an Monomeren
wurde mit NMR-Spektroskopie bereits nachgewiesen [373]. Es wurde festgestellt, dass die
Temperatur der Probe sowohl die Lage des photostationären cis/trans-Gleichgewichtes
der Azoschalter als auch die Ausbeute an entfalteten Monomeren beeinﬂusst. Daraus
wurde gefolgert, dass erst eine thermisch destabilisierte Collagen-Tripelhelix die eﬀektive
lichtinduzierte Entfaltung ermöglicht. Die vorliegenden temperaturabhängigen CD- so-
wie Absorptions- und Diﬀerenzspektren im sichtbaren und infraroten Spektralbereich
wurden ebenfalls mit diesem Modell erklärt [375]. Danach soll die lichtinduzierte Entfal-
tung bei 50℃ mit hoher Eﬃzienz erfolgen, da diese Temperatur knapp unterhalb des
Schmelzpunktes liegt und deswegen eine thermisch destabilisierte Tripelhelix vorliegt.
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Messungen bei verschiedenen Tempe-
raturen konnten mit diesem Reaktionsmodell jedoch nicht befriedigend erklärt werden.
Entsprechend wurden die Spektren, die von L. Lorenz gemessen und zur Verfügung
gestellt wurden [375], erneut ausgewertet und interpretiert. Besonderes Augenmerk
wurde auf den H/D-Austausch des Azocollagens in EG-d6:D2O gelegt, mit dem sich
die temperaturinduzierten irreversiblen Änderungen des IR-Absorptionsspektrums nun
erstmals konsistent erklären lassen.
Für das Verständnis der Daten ist eine umfangreiche Charakterisierung sowohl im
sichtbaren als auch im infraroten Spektralbereich essentiell. Dabei soll eine möglichst
vollständige Bandenzuordnung vorgenommen werden. Außerdem muss der Einﬂuss der
Temperatur auf die Spektren der Probe und des Lösungsmittels bestimmt werden. Zuerst
werden daher die Ergebnisse der statischen Messungen und ihre Interpretation präsentiert.
Im Anschluss werden die zeitaufgelösten IR-Diﬀerenzspektren des Azocollagens bei
verschiedenen Temperaturen vorgestellt.
Experimentelle Bedingungen
Die Absorptionsspektren im UV/vis-Bereich wurden in einem Zweistrahlspektrome-
ter der Firma JASCO aufgenommen (JASCO V 670, mit Peltier JASCO-ETC-717).
Die benutzten Quarzglasküvetten haben eine Schichtdicke von 1mm, die verwendeten
Konzentrationen lagen im Bereich von 0,2mM bis 0,4mM bezogen auf die Monome-
re. Das entspricht einer Absorption zwischen 0,5 und 1,0 bei 330nm im Bereich der
S2()-Bande der trans-Azoschalter.
Zur Aufnahme der Infrarotspektren wurde ein FTIR-Spektrometer vom Typ Vector
22 der Firma Bruker verwendet. Es besitzt einen automatischen Probenschlitten mit
temperierbarem Probenhalter und der Möglichkeit zur Probenbelichtung. Parallel zur
Azocollagenprobe wurde das Spektrum einer mit Lösungsmittel gefüllten Referenzküvette
unter identischen Bedingungen gemessen. Die eingesetzte CaF2-Transmissionsküvette hat
eine Schichtdicke von 50m, genauso wie die Rotationsküvette. Die Probenkonzentration
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Abbildung 6.24: UV/vis-Absorptions- und Diﬀerenzspektren der photostationären Zustände des Azo-
collagens bei 20℃ und 70℃. Die Temperaturerhöhung führt zu einer stärkeren Absorption der S2(
)-
Bande der trans-Form und dementsprechend größeren trans ! cis-Diﬀerenzamplituden. Auffällig ist
jedoch, dass die Flanke bei 220nm unabhängig von der Konﬁguration um etwa 10nm rotverschoben ist.
lag bei allen Messungen im infraroten Spektralbereich in der Größenordnung von 10mM
bezogen auf die Monomere. Das führt zu einer Absorption von etwa 1 bei 330nm in der
S2()-Bande bzw. von etwa 0,6 bei 1660cm 1 in der AmidI-Bande der Azoschalter in
der trans-Konﬁguration.
Die Einstellung photostationärer Gleichgewichtszustände erfolgte wie in Abschnitt 6.5.1
auf Seite 165 beschrieben. Um die Degeneration der Probe durch die Dauerbelichtung zu
minimieren wurde das UV-Licht durch einen zusätzlichen Neutralglasﬁlter (OD=1,0)
abgeschwächt.
Zeitaufgelöste IR-Diﬀerenzspektren wurden bei verschiedenen Temperaturen nur im
trans-angereicherten photostationären Gleichgewicht aufgenommen. Die Probe wurde mit
der Temperiereinheit der Rotationsküvette (Abschnitt 3.1.4, S. 46) elektrisch erwärmt.
Die temperaturabhängigen Absorptionsspektren der photostationären Gleichgewichts-
zustände des Azocollagens wurden von L. Lorenz in ihrer Doktorarbeit gemessen und
freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Die dabei angewendete Software zur automati-
sierten Aufnahme temperaturabhängiger FTIR-Spektren wurde von Carsten Krejtschi
während seiner Promotion entwickelt. Weitere Details ﬁnden sich in den beiden Disserta-
tionen [59, 375].
6.6.1 Charakterisierung im sichtbaren Spektralbereich
Die Absorptionsspektren der photostationären Gleichgewichte des Azocollagens sind
in Abbildung 6.24(a) dargestellt, es wurde keine Streulichtkorrektur vorgenommen.
Sie ähneln denen des isolierten Schalters (vgl. Abb. 6.9, S. 166) und zeigen somit
die typische Bandensignatur der Azobenzol-Typen. Das Maximum der S2()-Bande
der trans-Konﬁguration liegt bei 330nm, das der S1(n)-Bande der cis-Konﬁguration
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bei 425nm. In diesem Bereich ist kein Einﬂuss der Collagen-Sequenz erkennbar. Die
Absorptionseigenschaften des Chromophors werden oﬀensichtlich durch die Ankopplung
an die Peptidstränge sowie durch den Wechsel des Lösungsmittels nur wenig beeinﬂusst.
Die Bande unterhalb von 240nm kann den (n)- und ()-Übergängen der Peptid-
gruppen der Collagene zugeordnet werden, diese tritt beim isolierten Azoschalter nicht
auf. Die Struktur und das Maximum dieser Absorptionsbande kann bei der vorliegenden
Konzentration nicht bestimmt werden.
Die bei Raumtemperatur gemessenen Spektren der photostationären Zustände unter-
scheiden sich: Beim trans ! cis-Übergang ist die Absorptionsabnahme in der S2()-
Bande eindeutig nachweisbar und die entsprechende Zunahme in der wesentlich schwächer
absorbierenden S1(n)-Bande wird gerade noch aufgelöst. Das gekoppelte System iso-
merisiert demzufolge unter Bestrahlung analog zum freien Azoschalter, wobei hier die
Amplituden der Diﬀerenzspektren bezogen auf die Absolutsignale kleiner sind. Da beide
Systeme praktisch identische Chromophorspektren besitzen, kann das nur durch eine
Verringerung der lichtinduzierten Konzentrationsänderungen von cis- und trans-Isomer
beim Azocollagen begründet sein.
NMR-Spektren zeigen bei niedrigen Temperaturen ebenfalls nur geringe Unterschiede
zwischen den Isomerenverhältnissen der photostationären Zustände [373]. Belichtung bei
330nm (trans ! cis) führt bei 4℃ zu 27% cis- und 73% trans-Anteil. Wird dasselbe Ex-
periment bei einer höheren Temperatur von 27℃ durchgeführt, dann werden 45% cis und
55% trans-Anteil erreicht. Umgekehrt liegen nach Belichtung bei 420nm (cis ! trans) ca.
92% aller Azoschalter in trans-Konﬁguration vor. Ausgehend von diesen Gleichgewichts-
zuständen lässt sich feststellen, dass die trans ! cis-Isomerisierungsquantenausbeute
temperaturabhängig ist und sich nach Erwärmung von 4℃ auf 27℃ etwa verdoppelt. Zum
Vergleich: beim ungekoppelten Azoschalter isomerisieren etwa 75% der trans-Isomere in
Folge der Bestrahlung und es wurde keine Temperaturabhängigkeit beobachtet.
Diese abgeschwächte, lichtinduzierte Modulation der Konzentrationsverhältnisse deutet
auf eine Verringerung der Isomerisierungsquantenausbeute durch die Kopplung an die
Collagensequenz hin. Denn die thermischen Rückreaktion haben Halbwertszeiten von
etwa 9h für das gekoppelte System und 25h für den isolierten Schalter [373] und können
diesen Unterschied nicht erklären. Solche Eﬀekte wurden auch für verschiedene sterisch
blockierte Azobenzolderivate beschrieben (vgl. Abschnitt 6.2.3, ab S 146) [295, 318]. Es
ist also auch hier davon auszugehen, dass die sterische Beanspruchung eine eﬃziente
lichtinduzierte Isomerisierung behindert.
Der Einﬂuss der Temperatur auf die photostationär erreichbare Ausbeute an cis-
Isomeren wird durch die UV/vis-Spektren bestätigt. Das trans ! cis-Diﬀerenzsignal
bei 330nm ist bei 70℃ fünfmal größer als bei 20℃. Allerdings erkennt man auch im
Spektrum des photostationären trans-Zustands eine Abhängigkeit von der Temperatur.
Die Absorption hat nach dem Aufheizen im gesamten Spektralbereich deutlich zugenom-
men. In der S2()-Bande liegt sogar wesentlich über den Werten für das thermisch
relaxierte trans-Azocollagen der ersten Messung. Dieser Eﬀekt ist mit einer veränderten
Isomerisierungsquantenausbeute nicht zu erklären, da in der relaxierten Probe bereits
100% aller Schalter in trans-Konﬁguration vorliegen.
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Abbildung 6.25: Untersuchung der thermisch induzierten irreversiblen Änderungen:
(a) UV/vis-Absorptionsspektren der trans-Form in zwei Messreihen derselben Probe mit jeweils steigender
Temperatur. Zwischen den Messreihen kühlte die Probe ab und wurde über zwei Tage thermisch relaxiert.
Die zugehörigen trans ! cis-Diﬀerenzspektren (b) zeigen bei erstmaliger Temperaturerhöhung wachsende
Diﬀerenzsignale. In der zweiten Aufheizperiode tritt dies nicht mehr auf, hier sind die Diﬀerenzsignale
im Vergleich zur ersten Erwärmung schon bei niedrigen Temperaturen erhöht.
Temperaturabhängigkeit Um den Einﬂuss der Erwärmung genauer zu untersuchen,
wurden die photostationären Zustände bei verschiedenen Temperaturen untersucht. In
Abbildung 6.25 sind die temperaturabhängigen Absorptionsspektren des trans-Zustands
sowie die zugehörigen trans ! cis-Diﬀerenzspektren dargestellt. Bei der erstmaligen
Erwärmung der Probe bleiben die Absorptionsspektren bis zu einer Temperatur von 50℃
unverändert. Bei weiterer Aufheizung kommt es zu einer signiﬁkant höheren Absorption
des Chromophors sowie der Peptidgruppen bzw. zu einer Rotverschiebung der Peptid-
bande. In den korrespondierenden trans ! cis-Diﬀerenzspektren lassen sich die mit
steigender Temperatur anwachsenden Diﬀerenzsignale direkt veriﬁzieren. Nach Abschluss
der ersten Messreihe wurde die Probe abgekühlt und über zwei Tage thermisch relaxiert.
Dann wurde die Messung wiederholt, wobei die aufgetretenen spektralen Veränderungen
erhalten bleiben. Dieser Zeitraum ist deutlich länger als die notwendige Inkubationsdauer
zur erstmaligen Bildung der Tripelhelix durch Selbstassoziation [370, 373, 382, 383].
Daher können die auftretenden spektralen Diﬀerenzen nicht durch eine thermisch indu-
zierte Entfaltung in die Monomere mit anschließender, langsamer Rückfaltung in die
Collagenstruktur erklärt werden. Insofern ist der zugrundeliegende Prozess als irreversibel
anzusehen.
Beim erneuten Aufheizen der zuvor relaxierten Probe treten derartige Eﬀekte nicht
mehr auf: das Absorptionsspektrum entspricht schon bei niedrigen Temperaturen dem
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bei 70℃ aus der ersten Messreihe – sowohl in der Absorption bei 330nm als auch im
Bereich der Peptidbande. Auch die trans ! cis-Diﬀerenzspektren zeigen keine Tempera-
turabhängigkeit mehr: die Diﬀerenzsignale gleichen denen der ersten Messreihe bei 60℃
und 70℃. Die Schwankungen in den Spektren der zweiten Messung werden vermutlich
durch nicht exakt reproduzierbare Messbedingungen sowie die partielle Degeneration der
Probe aufgrund der langen Messdauer verursacht. Oﬀensichtlich führt die Erwärmung
der Azocollagenlösung auf mehr als ca. 50℃ zu irreversiblen Strukturänderungen, die im
Spektrum sowohl im Bereich der Chromophor- als auch der Peptidbanden nachweisbar
sind. Das kann mit dem Zerfall der Collagen-Tripelhelix in die Monomere erklärt werden,
da die für diese Entfaltung charakteristische Schmelztemperatur in diesem Bereich liegt
(vgl. Abschnitt 6.6.3, S. 216 ﬀ.).
Mit der Dissoziation der Tripelhelix nimmt die Absorption der Peptidgruppen unter
240nm zu. Dieser hyperchrome Eﬀekt wurde sowohl für die thermische Denaturierung
naürlicher als auch synthetischer Collagene beschrieben [384–386]. Derselbe Eﬀekt tritt
auch bei der thermisch induzierten Spaltung von DNA in zwei Einzelstränge auf und wird
dort als Nachweis der Denaturierung genutzt [387, 388]. Wegen der hohen eingesetzten
Konzentration ist eine genaue Analyse der Peptidsignale leider nicht möglich und es wird
nur eine Rotverschiebung der Flanke bei 220nm nachgewiesen. Es kann keine Aussage
darüber getroﬀen werden, ob die Monomere isoliert in der Lösung verbleiben oder ob in
der Folge Nebenreaktionen wie z.B. Assoziation ablaufen. Insofern wären im kurzwelligen
Bereich möglicherweise auch erhöhte Streulichtanteile zu berücksichtigen.
Auch für die an eine Collagen-Tripelhelix gekoppelten Azoschalter kann ein hyper-
chromer Eﬀekt infolge der Dissoziation die beobachtete Absorptionszunahme erklären.
Bei intakter Tripelhelix beﬁnden sich die drei Azoschalter in umittelbarer räumlicher
Nähe und sind nahezu parallel zueinander ausgerichtet. Insofern sind Wechselwirkungen
durchaus zu erwarten, und es erscheint plausibel, dass der der Absorptionsquerschnitt der
Azoschalter einer intakten Tripelhelix kleiner ist als der von drei unabhängigen Monome-
ren. Bei Bildung der Tripelhelix gilt der lineare Zusammenhang zwischen Konzentration
und Absorption nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz oﬀensichtlich nicht mehr. Das
verhindert die optische Bestimmung der Konzentration der trans-Azoschalter für die
intakten Azocollagene anhand ihrer Absorptionsbanden im UV/vis-Bereich. Folglich
kann aus dem zugehörigen trans ! cis-Diﬀerenzspektrum nicht quantitativ auf die
Konzentrationsabnahme der trans-Isomere geschlossen werden. Die Bestimmung der
Molenbrüche beider Isomere aus den UV/vis-Diﬀerenzspektren ist hier unzulässig.
Die Verschiebung des Gleichgewichts auf die Seite der Monomere erklärt ebenfalls
die mit der Temperatur steigende Isomerisierungsquantenausbeute, die auch nach dem
Abkühlen erhalten bleibt. Die Monomere sind ﬂexibler und besitzten mehr Konformati-
onsfreiraum als die zur Collagen-Superhelix assozierten Einzelstränge. Entsprechend der
geringeren sterischen Beanspruchung sollte die lichtinduzierte trans ! cis-Isomerisierung
eﬃzienter ablaufen. Eine generell erhöhte Flexibilität bei höheren Temperaturen ist für
die Monomere ebenso zu erwarten wie für gefaltete tripelhelikale Systeme.
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Zusamenfassend lässt sich folgendes sagen:
• Beim Erwärmen einer Azocollagenlösung über 50℃ verändern sich die Absorpti-
onsbanden des Azoschalters und der Peptidgruppen im UV/vis-Bereich.
• Dieser hyperchrome Eﬀekt tritt nur beim ersten Erhitzen auf und die Veränderungen
bleiben trotz thermischer Relaxation im Dunkeln über mehrere Tage erhalten. Bei
der Wiederholung der Messreihe mit der zuvor aufgeheizten Probe wird keine
Temperaturabhängigkeit mehr beobachtet.
• Die Absorptionszunahme nach Erhitzen über 50℃ geht mit der Erhöhung der
Diﬀerenzamplituden der photostationären Gleichgewichte einher. Diese größeren
Diﬀerenzsignale bleiben bei einer Wiederholung der Messung der zuvor aufgeheizten
Probe ebenfalls im gesamten Temperaturbereich bestehen.
• Aus der Tatsache, dass die ursprünglichen Absolut- und Diﬀerenzspektren auch
thermischer Relaxation im Dunkeln nicht reproduzierbar sind, folgt der Schluss,
dass diese Denaturierung irreversibel ist.
• Alle Befunde lassen sich mit dem Zerfall der Collagentripelhelix in die Monomere
ab einer Temperatur von etwa 50℃ konsistent erklären.
6.6.2 Charakterisierung im infraroten Spektralbereich
Im infraroten Spektralbereich unterscheiden sich die Absorptionsspektren des isolierten
Schalters und des Azocollagens deutlich. Einerseits werden die bereits diskutierten
IR-Banden des Azoschalters durch die zahlreichen Oszillatoren des Peptidrückgrats
überlagert, andererseits führt das verwendete deuterierte Lösungsmittelgemisch (EG-
d6:D2O) zu einem H/D-Austausch der aziden Wasserstoﬀe der Aminogruppen. Das
verursacht große Verschiebungen einiger Banden des Azoschalters selbst (z.B. AmidII
→ AmidII0). Zunächst ist daher der Einﬂuss des Lösungsmittels und des durch H/D-
Austausch gebildeten HDO auf die IR-Absorptionsspektren zu klären.
Eigenschaften des Lösungsmittels
Abbildung 6.26(a) zeigt die Absorptionsspektren des Azocollagens in EG-d6:D2O, des
reinen Lösungsmittels sowie deren Diﬀerenz im Bereich von 1000cm 1 bis 4000cm 1. In
den Spektralbereichen von 1000cm 1 bis 1300cm 1 sowie von 2100cm 1 bis 2800cm 1
ﬁnden sich sehr starke Lösungsmittelabsorptionen, hier kann keine quantitative Auswer-
tung erfolgen. Die Signale der funktionellen Gruppen des Azocollagens treten zwischen
1300cm 1 und 1700cm 1 auf.
Bei 3400cm 1 ist eine starke, breite und unstrukturierte Absorptionsbande im Lösungs-
mittel erkennbar. Sie kann der schwach wasserstoﬀverbrückten O–H-Streckschwingung
von HDO zugeordnet werden [189, 389, 390]. Dieses ist in dem deuterierten Lösungsmit-
telgemisch in geringen Mengen als Verunreinigung enthalten und wird auch durch den
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(a) IR-Absorptionsspektren von Azocollagen und
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(b) IR-Absorptionsspektren von Azocollagen und
HDO
Abbildung 6.26: Im IR-Absorptionsspektrum des Azocollagens (a) bleiben nach Subtraktion des




 1). Ursache ist der H/D-Austausch der Probe, der zur Bildung von HDO
führt. Durch Subtraktion eines Spektrums von HDO in H2O/D2O lässt sich der Einﬂuss abschätzen
6.26(b). Die HDO Daten wurden freundlicherweise von Carsten Krejtschi und Gabriela Schäfer zur
Verfügung gestellt.
H/D-Austausch mit dem in der Luft vorhandenen Wasserdampf bei der Präparation
angereichert. Entsprechend zeigt sich diese Bande auch in der Referenzmessung des
reinen Lösungsmittels.
Bei der Probenlösung besitzt diese Bande jedoch eine dreimal stärkere Absorption als
bei der Referenzlösung, was einer dreifach höheren HDO-Konzentration entspricht. Diese
Zunahme kann mit dem H/D-Austausch von an die lyophilisierte Probe gebundenen
Wassermolekülen sowie von lösungsmittelexponierten Wasserstoﬀatomen des Modell-
peptids selbst erklärt werden. Dies führt zur Bildung des zusätzlichen HDO nach dem
Auflösen der Substanz. Die Referenzierung versagt hier zwangsläuﬁg, eine Subtraktion
der HDO-Signale ist wegen der unbekannten und veränderlichen Konzentration nicht
ohne weiteres möglich.
Für Mischungen aus H2O und D2O wurde zwar demonstriert, dass man die Konzen-
tration aller auftretenden Spezies bestimmen und so das Spektrum von reinem HDO in
diesem Lösungsmittel berechnen kann [59]. Beim vorliegenden Lösungsmittelgemisch ist
dieses Verfahren jedoch ungeeignet, da neben den Konzentrationen von H2O, D2O und
HDO auch noch die des Ethylenglykols zu bestimmen ist. Bei den verwendeten Schicht-
dicken ist zudem der für H2O entscheidende Spektralbereich unterhalb von 1300cm 1
nicht zugänglich. Eine Korrektur des Einﬂusses von HDO im relevanten Spektralbereich
von 1300cm 1 bis 1700cm 1 kann allein mit den vorliegenden Daten also nicht erfolgen.
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Trotzdem kann auf Grundlage des bekannten Spektrums von HDO in Wasser der Einﬂuss
auf das Probenspektrum grob abgeschätzt werden.
In Abbildung 6.26(b) ist das Absorptionsspektrum von HDO in Wasser zusammen mit
dem des Azocollagens und ihrer Diﬀerenz im gesamtem Bereich (oben) und im Bereich
der Peptidbanden (unten) dargestellt. Das HDO Spektrums wurde so skaliert, dass nach
der Subtraktion keine negativen Banden entstehen. Die breite und unstrukturierte Ab-
sorptionsbande bei 1460cm 1 kann der HDO-Beugeschwingung (2) zugeordnet werden
[189, 389]. Oﬀensichtlich ist ein wesentlicher Teil der Signale in diesem Bereich auf die Ab-
sorption von HDO zurückzuführen. Im Bereich der O–H-Streckschwingung (3300cm 1)
erkennt man deutlich, dass die Banden von HDO in Wasser und in EG-d6:D2O nicht
übereinstimmen, was nicht mit den AmidA- oder AmidB-Moden des Peptids [47] zu
erklären ist. Da beide Spektren bei derselben Temperatur von 22℃ gemessen wurden,
ist ein Temperatureﬀekt ebenfalls auszuschließen. Ursache sind vermutlich die in bei-
den Lösungsmittelgemischen unterschiedlich starken Wasserstoﬀbrückenbindungen: die
Rotverschiebung in EG-d6:D2O entspricht einer stärkeren Bindung. Oﬀensichtlich lassen
sich die Spektren wegen der unterschiedlichen Lösungsmittel nicht ohne weiteres vonein-
ander abziehen. Die spektrale Charakteristik des HDO ist daher auch in der weiteren
Auswertung zu beachten – insbesondere bei der Betrachtung der Temperaturabhängigkeit.
Infrarotbanden des Azocollagens
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Abbildung 6.27: IR-Absorptionsspektren und Diﬀerenzspektren der photostationären Zustände des
Azocollagens bei 22℃ und 55℃: die Zuordnung der Banden erfolgt im Text (vgl. Tabelle 6.6). In den
Diﬀerenzspektren (b) ist zum Vergleich das Absorptionsspektrum der trans-Form bei 22℃ in grau
hinterlegt.
Die Signatur der funktionellen Gruppen des Azocollagens ist schmalbandiger und
strukturierter als die des HDO und kann so trotz der Überlagerung interpretiert werden.
In Abbildung 6.27(a) sind die Absorptionsspektren des Azocollagens im Bereich von
1300cm 1 bis 1750cm 1 bei 22℃ und 55℃ gezeigt. Die Bandenzuordnung erfolgt anhand
der typischen Absorptionsbereiche der vorhandenen funktionellen Gruppen (Tab. 6.6).
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Bezeichnung Bemerkung Bereich/cm 1 Referenz
(C=O) AmidI 1700 – 1610 [47]
s(N–H)+(C–N) AmidII 1550 [47, 391]
(C–N) AmidII0 1490 – 1460 [48, 49]
(C–N) Pro 1465 – 1400 [392–395]
(H–O–D) Solvens 1460 [59, 189, 389], Abb. 6.26(b)
(C–H2) allgemein 1475 – 1425 [49]
(C–H2) Pro 1472 – 1447 [396]

w(C–H2) allgemein 1382 – 1170 [397]
(C–H) allgemein 1350 – 1315 [49]
Tabelle 6.6: Übersicht der Spektralbereiche der Normalmoden bzw. der Schwingungsmoden vorhan-
dener funktioneller Gruppen wie in der Literatur angegeben. Weitere Informationen über die IR-
Absorptionsbanden von Aminosäuren, Peptiden und deren Seitenketten ﬁnden sich in [48, 49, 377].
Mit Hilfe der feinstrukturverstärkten Spektren wird die Zuordnung in Abschnitt 6.6.2 ab
Seite 214 noch einmal wesentlich verfeinert. Zunächst werden nur die bei Raumtemperatur
erhaltenen Daten diskutiert, was den Vergleich mit dem isolierten Azoschalter erlaubt.
Der H/D-Austausch bei Peptiden und Proteinen sowie seine Auswirkungen auf das
IR-Absorptionspektrum wurden bereits in Abschnitt 2.3.2 (S. 9) allgemein beschrie-
ben. Beim Azocollagen ist davon auszugehen, dass die lösungsmittelexponierten Prolin-,
Hydroxyprolin- und Azoschalter-Aminogruppen schon bei Raumtemperatur innerhalb
weniger Minuten deuteriert werden. Bei dem bei 22℃ aufgenommenen Absorptionsspekt-
rum sollten diese Gruppen vollständig deuteriert sein und keine AmidII-Mode mehr
aufweisen. Entsprechend besitzt das Azocollagen in EG-d6:D2O eine wesentlich kleinere
AmidII-Bande als im aprotischen DMSO [373].
Im Gegensatz zu diesen schnell austauschenden Gruppen sind die in das Innere der
Tripelhelix gerichteten Amino-Protonen der Glycinreste sowohl sterisch als auch durch
Wasserstoﬀbrückenbindungen zu den Prolin-Carbonylen vor dem Austausch geschützt
(vgl. Abb. 6.4, S. 160). Die bei 22℃ auftretende isolierte Bande bei 1550cm 1 kann
folglich der AmidII-Mode der Glycinreste zugeordnet werden. Das zeigt, dass das selbst
das lyophilisierte Azocollagen zumindest zu großen Teilen bereits in tripelhelikaler
Struktur vorlag. Ansonsten wäre es noch vor der Bildung der Collagen-Superhelix zum
Austausch dieser Protonen gekommen. Nach dem Aufschmelzen der Collagen-Superhelix
bei hohen Temperaturen erfolgt auch hier der H/D-Austausch, dabei ist die Entfaltung der
Tertiärstruktur der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Im IR-Absorptionsspektrum
bei 55℃ ist das Signal bei 1550cm 1 nicht mehr vorhanden, was bedeutet, dass der
Protonenaustausch auch an den Glycinen abgeschlossen ist. In diesen Absolutspektren
lässt sich die Collagenentfaltung infolge der Erwärmung also eindeutig nachweisen. Das
Gleichgewicht wird bei hohen Temperatur auf die Seite der Monomere verlagert und
aufgrund der vergleichsweise langsamen Rückreaktion, kann von einer vollständigen
Dissoziation ausgegangen werden.
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Im Bereich zwischen 1600cm 1 und 1700cm 1 ﬁnden sich drei AmidI-Banden, deren
niederfrequenteste nur als Schulter auftritt. Diese entsprechen den verschiedenen Peptid-
bindungen des Tripletts (Gly, Pro, Hyp). Die Peptidgruppen der Azoschalter werden in
diesen Spektren nicht aufgelöst.
Die bei 1450cm 1 auftretenden Peptidbanden (AmidII0 und (C–N)) werden durch die
breite HDO-Absorption überlagert und können spektral nicht separiert werden. Ebenso
lassen sich die CH- und CH2-Biegeschwingungen im Bereich unterhalb von 1470cm 1
nicht auﬂösen, insofern wird an dieser Stelle auf eine genaue Einordnung verzichtet.
Photostationäre trans ! cis-Diﬀerenzspektren bei 22 ℃ Die Unterschiede zwi-
schen den Absorptionsspektren der photostationären trans- und cis-Isomere sind nur
sehr gering und in den Absolutspektren nicht nachvollziehbar. Deshalb werden nur die
Diﬀerenzspektren gezeigt (Abb.6.27(b)).
Die Absorptionsdiﬀerenz zwischen den photostationären Gleichgewichten macht im
Maximum etwa 1% der Absolutsignale aus, was eine Größenordnung unter den rein
thermisch induzierten Diﬀerenzsignalen beim Aufheizen auf über 50℃ liegt. Auch im
infraroten Spektralbereich sind die Diﬀerenzspektren des gekoppelten Systems also
deutlich kleiner als die des isolierten Azoschalters. Das ist die Folge der verringerten
Ausbeute der cis-Form durch die Belichtung nach der Kopplung des Azoschalters an
die Collagentripelhelix. Dieser Eﬀekt wurde in den UV/vis-Absorptionsspektren des
Azocollagens ebenso gefunden und dort bereits ausführlich beschrieben.
Das größte trans ! cis-Diﬀerenzsignal liegt im Bereich der AmidI-Bande. Es besteht
aus mehreren Komponenten: einer positiven Diﬀerenzbande mit einem Maximum bei
1655cm 1 und einer Schulter bei 1670cm 1 sowie einer negativen Bande mit einem
Minimum bei 1630cm 1 und einer Schulter bei 1640cm 1. Der Vergleich mit dem
Absorptionsspektrum zeigt, dass die auftretenden Diﬀerenzen nicht direkt mit den
Absolutsignalen korrelieren. Oﬀensichtlich besteht der AmidI-Bereich aus einer komplexen
Überlagerung vieler Banden, die zum Diﬀerenzsignal beitragen, von denen jedoch nur
die drei größten im Absorptionsspektrum deutlich getrennt sind. Diese Analyse wird
durch die feinstrukturverstärkten Spektren bestätigt.
Eine naheliegende Annahme wäre, dass die Peptidgruppen des Azoschalters besonders
sensitiv auf die Isomerisierung der Azobenzol-Untereinheit reagieren. Ihre Signatur sollte
dann im photostationären Diﬀerenzspektrum nachzuweisen sein. Dies kann durch die
vorliegenden Daten jedoch nicht bestätigt werden: Die Wellenzahl der AmidI-Mode der
Azoschalter-Peptidgruppe kann aus dem PFID und dem Bleichsignal in den zeitaufgelös-
ten IR-Diﬀerenzspektren bestimmt werden. Sie liegt bei 1645cm 1 (Abb. 6.42, S. 235),
was in etwa der negativen Schulter der trans ! cis-Diﬀerenz entspricht. Allerdings
zeigte sich bei der trans ! cis-Isomerisierung des isolierten Schalters in DMSO-d6 eine
Rotverschiebung der AmidI-Bande, die sich hier nicht feststellen lässt. Betrachtet man
die Diﬀerenzbanden des gekoppelten Systems in DMSO-d6, dann zeigt sich eine komplexe
Überlagerung der Schaltersignatur mit einer Vielzahl weiterer Diﬀerenzbanden, die den
Collagen-Sequenzen zuzuordnen sind [373].
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Wegen des H/D-Austausches ist das Signal der AmidII-Bande des Azoschalters in
EG-d6:D2O in den AmidII0-Bereich verschoben. Die genaue Position lässt sich wieder
direkt aus den Bleichsignalen der transienten IR-Diﬀerenzspektren bestimmen: sie liegt
bei 1455cm 1 (vgl. Abb 6.42, S. 235). Das Gleichgewichtsdiﬀerenzspektrum besitzt hier
jedoch kein Minimum, wie es bei den Messungen am isolierten und gekoppelten System
in DMSO-d6 bei 1550cm 1 beobachtet wurde (vgl. Abb. 6.11(b), S. 170 und [373]). Auch
in diesem Bereich muss also von einer Überlagerung der negativen Diﬀerenzbande des
Azoschalters mit positiven Beiträgen der Collagen-Peptide ausgegangen werden.
In DMSO-d6 treten Diﬀerenzsignale bei 1500cm 1 (+) und 1575cm 1 (-) auf, die
außerhalb der starken Banden der Collagenpeptide liegen [373]. Diese können den
Schwingungsmoden der Phenylringe des Azobenzols zugeordnet werden (vgl. Tab. 6.3,
S. 171). Da diese nicht durch den H/D-Austausch beeinﬂusst werden, sollten sie im trans
! cis-Diﬀerenzspektrum des Azocollagens in EG-d6:D2O ebenso auftreten. Während eine
negative Bande bei 1575cm 1 eindeutig vorhanden ist, kann die positive bei 1600cm 1
nur im Vergleich mit dem cis ! trans-Diﬀerenzspektrum identiﬁziert werden, weil sie
durch eine wesentlich breitere, negative AmidI-Bande nahezu kompensiert wird. Die
korrekte Zuordnung zum Azoschalter kann auch in diesem Fall anhand der Bleichsignale
in den transienten IR-Diﬀerenzspektren veriﬁziert werden (vgl. Abb 6.42, S. 235).
Reversibilität der Photoreaktion bei 22 ℃ Das cis ! trans-Diﬀerenzspektrum ist
im Rahmen der Messgenauigkeit spiegelbildlich zu dem der trans ! cis-Isomerisierung,
was auf einen reversiblen Prozess schließen lässt. Insofern lassen sich zwar keine neuen
Aussagen über das Infrarotspektrum ableiten, die beobachtete Reversibilität erlaubt
jedoch Rückschlüsse auf die zugrundeliegenden Photoreaktionen.
So kann eine vollständige lichtinduzierte Entfaltung der Tripelhelix bei 22℃ als Ursache
der Diﬀerenzspektren praktisch ausgeschlossen werden. Denn während die Entfaltungsre-
aktion direkt nach der UV-Belichtung abgeschlossen ist, ﬁndet die Rückreaktion – also die
Bildung der Superhelix aus den Monomeren – wesentlich langsamer statt. Das gespiegelte
Diﬀerenzspektrum wurde jedoch direkt nach der Bestrahlung aufgenommen ohne eine
erneute Gleichgewichtseinstellung zwischen Tripelhelix und Monomeren abzuwarten.
Diese reversible Isomerisierung des gekoppelten Azoschalters wird auch im sichtbaren
Spektralbereich beobachtet. Aus UV/vis-Spektren lässt sich jedoch nur auf die Kon-
ﬁguration der Azoschalter schließen, während im struktursensitiven Infrarotspektrum
deutliche Unterschiede zwischen gefaltetem Trimer und den Monomeren zu erwarten sind.
Als Markerbande kann hier insbesondere der Bereich um 1550cm 1 angesehen werden,
da nach dem Zerfall in die Monomere der irreversible H/D-Austausch an den Glycinen
stattﬁnden sollte. Es kann aber kein entsprechendes Diﬀerenzsignal identiﬁziert werden.
Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die lichtinduzierte trans ! cis-Isomerisierung
bei Raumtemperatur keine nennenswerte Entfaltung der Tripelhelix bedingt.
Für diese Beobachtungen kommen zwei verschiedene Erklärungsansätze in Frage:
1. Die Bestrahlung mit UV-Licht führt zu einer trans ! cis-Isomerisierung der
gekoppelten Azoschalter. Bei niedrigeren Temperaturen verhindert die höhere
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Stabilität der Collagen-Tripelhelix die vollständige Entfaltung. Die Isomerisierung
der Azoschalter erzeugt nur eine lokale, reversible Störung der Struktur.
2. Die starre Struktur und hohe Stabilität der Tripelhelix verhindert die lichtinduzierte
trans ! cis-Isomerisierung der gekoppelten Azoschalter vollständig, analog zu
sterisch beanspruchten Azobenzolderivaten [319]. Eine Konﬁgurationsänderung
kann nur bei den Molekülen erfolgen, die als Monomer oder nicht korrekt gefaltete
Spezies vorliegen.
Photostationäre Absorptions- und Diﬀerenzspektren bei 55 ℃ Die Diﬀerenz-
spektren der photostationären Zustände des Azocollagens bei 55℃ unterscheiden sich
deutlich von denen bei Raumtemperatur (Abb. 6.27(b)). Beim direkten Vergleich erkennt
man, dass die Amplituden bei 55℃ die bei 22℃ weit überragen. Das korreliert mit dem
Befund aus Experimenten mit NMR- und UV/vis-Spektroskopie und ist eine Folge der
größeren Isomerisierungsausbeute bei erhöhter Temperatur ([373], Abschnitt 6.6.1, ab
S. 201).
Die maximalen Diﬀerenzamplituden im AmidI-Bereich haben sich nach dem Erwärmen
verdreifacht und zeigen eine grundsätzlich veränderte Struktur. Diese besteht bei der
trans ! cis-Isomerisierung aus einer dominanten,negativen Bande (1645cm 1), die von
zwei kleineren, positiven (1664cm 1, 1618cm 1) ﬂankiert wird. Das entspricht einer
Linienverbreiterung der größten AmidI-Bande, deren Maximum ebenfalls bei 1645cm 1
liegt. Ein möglicher Einﬂuss der anderen AmidI-Moden kann zwar nicht ausgeschlossen
werden, erscheint jedoch sehr unwahrscheinlich, da deren Position nahezu mit den iso-
sbestischen Punkten des lichtinduzierten Diﬀerenzspektrums zusammenfallen. Zusätzlich
tritt ein kleines negatives Signal bei 1683cm 1 auf. Von den bei 22℃ vorliegenden
Diﬀerenzsignalen lässt sich nur noch eine Schulter bei 1630cm 1 identiﬁzieren.
Neben der veränderten Bandenstruktur im AmidI-Bereich sind nach der trans ! cis-
Isomerisierung bei 55℃ einige zusätzliche Diﬀerenzsignale zu erkennen. Am auffälligsten
sind eine positive (1429cm 1) und zwei negative Banden (1402cm 1, 1334cm 1). Im
Bereich um 1410cm 1 sind die Signale unterschiedlicher Schwingungsmoden überlagert,
wie aus der Form der Diﬀerenzbanden, dem Vergleich mit dem Diﬀerenzspektrum in
DMSO-d6 [373] und der Analyse der Feinstruktur (Abb. 6.29, S. S. 214) deutlich wird.
Außerdem treten zwei kleine negative Banden bei 1469cm 1 und 1446cm 1 auf. Auch
hier handelt es sich möglicherweise um eine breite negative Bande, die von einem positiven
Diﬀerenzsignal der Phenylschwingung des Azoschalters teilweise kompensiert wird (vgl.
Abb 6.42, S. 235).
Reversibilität der Photoreaktion bei 55 ℃ Das Diﬀerenzspektrum der cis !
trans-Isomerisierung des Azocollagens ist wieder ein Spiegelbild des trans ! cis-Spekt-
rums. Auch bei erhöhter Temperatur ist die durch Belichtung und Isomerisierung der
Azoschalter ausgelöste Reaktion vollkommen reversibel. Die größeren Diﬀerenzsignale
entsprechen der eﬃzienter ablaufenden photoinduzierten Isomerisierung der Azoschalter.
Die veränderte Struktur im AmidI-Bereich sowie zusätzliche Diﬀerenzsignale im Vergleich
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zur Messung bei 22℃ deuten auf grundsätzlich verschiedene Prozesse bei beiden Tempe-
raturen hin. Um diese zu erklären, ist eine genaue Analyse der Temperatureinﬂüsse auf
die Infrarotspektren notwendig, die ab Seite 216 präsentiert wird. Hier sei nur erwähnt,
dass das lichtinduzierte trans ! cis-Diﬀerenzspektrum eine verblüﬀende Ähnlichkeit
mit rein thermisch induzierten Diﬀerenzen – ohne Isomerisierung des Azoschalters –
aufweist (vgl. Abb. 6.33(b) unten). Eine naheliegende Annahme ist, dass die weitere Er-
wärmung und die trans ! cis-Isomerisierung einen vergleichbaren Einﬂuss auf diejenigen
Peptidgruppen ausüben, die diese Diﬀerenzsignale erzeugen.
Im Bereich zwischen 1500cm 1 und 1300cm 1 ist das hier präsentierte trans ! cis-
Diﬀerenzspektrum bei 55℃ mit dem in DMSO-d6 aufgenommenen praktisch identisch
[373]. Somit können alle durch den H/D-Austausch beeinﬂussten Schwingungsmoden als
Ursache der großen Diﬀerenzsignale ausgeschlossen werden.
Die Diﬀerenzen werden im Wesentlichen durch die Konﬁguration und Konformation der
Peptid-Einzelstränge hervorgerufen. So sind z.B. die (C–N)-Mode der Proline und die

w(C–H2)-Mode Indikatoren für die Konformation des Peptidrückgrats [49, 392, 393, 395].
Für die (C–N2)-Mode wurde mit Ramanspektroskopie eine Verschiebung von 1465cm 1
bei trans-Polyprolin zu 1435cm 1 bei cis-Polyprolin festgestellt [393]. Dies entspricht
sowohl den in EG-d6:D2O gefundenen Diﬀerenzsignalen als auch denen in DMSO-d6
[373] und deutet damit auf die Isomerisierung von Prolinpeptidbindungen hin.
Geht man davon aus, dass diese Konﬁgurationsänderung wegen der Stabilität der
tripelhelikalen Struktur nur in den Monomeren erfolgen kann, dann lassen sich weitere
Aussagen ableiten. Generell lassen sich die Diﬀerenzbanden zwischen 1380cm 1 und
1500cm 1 als (C–N)- sowie Deformationsschwingungen der C–H2-Gruppen des Pep-
tidrückgrats der Collagen-Einzelstränge einordnen (vgl. Tab. 6.6). Die kleine Bande
bei 1406cm 1 im Absorptionsspektrum tritt ebenfalls in DMSO-d6 auf und zeigt ein
deutliches trans ! cis-Diﬀerenzsignal an dieser Position [373]. Diese Signale lassen
sich tendenziell einer trans ! cis-Isomerisierung der Gly-Pro- oder Pro-Hyp-Peptid-
bindungen zuordnen, welche sind invariant gegen den H/D-Austausch und zugleich
struktursensitiv sind. Außerdem werden vergleichbare Banden stets in Verbindung mit
Prolin-Peptidbindungen beobachtet, diese wurden in der Literatur jedoch keiner spe-
ziﬁschen Schwingungsmode zugeordnet [394, 395, 398–400]. Möglicherweise handelt es
sich bei diesen Banden um komplexe Gruppenschwingungsmoden des Pyrrolidinringes
der Proline, bei denen die C–N- und C–H2-Moden koppeln und eine entsprechende
Zuordnung nicht möglich ist.
Das Diﬀerenzsignal bei 1334cm 1 kann nur von den 
w(C–H2)- oder den (C–H)-
Moden des Peptidrückgrats verursacht werden: Die Schwingungsfrequenzen der C–H2-
Gruppen der Prolin- und Hydroxyprolin-Seitenketten sollten nur wenig durch die trans
! cis-Isomerisierung des Azoschalters beeinﬂusst werden. Nimmt man eine trans !
cis-Isomerisierung der Prolin-Peptidbindungen als Verursacher dieser Diﬀerenzbande
an, dann lässt sich das Glycin ebenfalls ausschließen, da diese Peptidbindung auch bei
hohen Temperaturen nur in der trans-Konﬁguration existiert. Daher wird dieses Signal
tendenziell den (C–H)-Schwingungen der Proline- und Hydroxyproline zugeordnet.






















Abbildung 6.28: Azocollagen: Struktur der charakteristischen Sequenz der Aminosäuren Glycin (rot),
Prolin (blau) und Hydroxyprolin (grün). Die Indizes der Carbonyl- und Aminogruppen orientieren sich
am üblichen Einbuchstabencode für die Aminosäuren [363]: G (Gly), P (Pro), O (Hyp)
Es wurde bereits dargestellt, dass das Infrarotabsorptionsspektrum des Azocollagens
aus vielen, nur teilweise separierten Banden besteht und zudem durch breitbandige HDO-
Beiträge überlagert ist. Im AmidI-Bereich des trans ! cis-Diﬀerenzspektrums zeigt
zudem eine komplexe, temperaturabhängige Struktur. Darauf wird im nächsten Abschnitt
näher eingegangen. Es stellt sich die Frage, ob im AmidI-Bereich charakteristische
Merkmale für den Zerfall der Tripelhelix auftreten, die hier nicht aufgelöst wurden. Um
dies zu klären muss zunächst die Auflösung des Spektrums verbessert werden.
Ein Standardverfahren zur Auflösung überlappender, breiter Banden in Infrarotspek-
tren ist die sogenannte Feinstrukturverstärkung. Das Ergebnis ist vergleichbar mit der
Fourier-Selbstdekonvolution, jedoch kann die Berechnung sehr einfach in den erhaltenen
Spektren selbst durchgeführt werden [401]. Im Gegensatz zur ebenfalls gebräuchlichen
Berechnung der 2. Ableitung bleibt die ursprüngliche Form des Spektrums dabei erhalten.
Um das feinstrukturverstärkte Spektrum Afsv(~ ) zu berechnen wird von dem Original-
spektrum A(~ ) ein geglättetes Spektrum hA(~ )i subtrahiert, welches mit einem Faktor
g < 1 gewichtet ist. Zum Vergleich mit dem Originalspekrum wird die Diﬀerenz hier
noch entsprechend skaliert:
Afsv(~ ) =
A(~ )   ghA(~ )i
1   g
(6.4)
Bei der Glättung bleiben breite Banden unverändert erhalten, davon abweichende
schmalbandige Signale und Schultern werden jedoch unterdrückt. Gerade diese Fein-
struktur wird nach der Subtraktion vom Originalspektrum also besonders betont und
der Gewichtungsfaktor verhindert das Auftreten negativer Artefakte.
Die Originalspektren haben einen Datenpunktabstand von etwa 2cm 1, die Glättung
erfolgt mit einem Savitzky-Golay-Algorithmus durch lokale Anpassung eines Polynoms
zweiten Grades über neun Datenpunkte, der verwendete Gewichtungsfakor ist g = 0;99.
Die Prozedur wurde für vier verschiedene Spektren unterschiedlicher Temperaturen
durchgeführt. Es standen Spektren einer Aufheizphase (9℃↑) von 9℃ bis 87℃ zur
Verfügung, sowie ein Spektrum bei 9℃ welches nach dem anschließenden Abkühlen auf-
genommen wurde (9℃↓). Für alle Spektren wurde zunächst eine Lösungsmittelkorrektur
durchgeführt. Die zusätzliche Absorption des durch H/D-Austausch entstandenen HDO
bleibt davon allerdings unberührt. Das Ergebnis wird in Abbildung 6.29 dargestellt,


































































































































Abbildung 6.29: Ergebnis der Feinstrukturverstärkung der Absorptionsspektren bei verschiedenen
Temperaturen: Das jeweils unbearbeitete Spektrum ist in grau hinterlegt. Die Zuordnung erfolgt im
Text bzw. in Tabelle 6.7, eine vorherige Korrektur für die Banden von HDO erfolgte nicht.
wobei die Originalspektren zum Vergleich jeweils in grau hinterlegt wurden. Es ist gut
zu erkennen, wie die in den Spektren enthaltenen überlagerten Banden durch dieses Ver-
fahren getrennt und aufgelöst werden. Bei den gewählten Parametern kommt es zu einer
extremen Reduktion der Linienbreite, daher kann das Auftreten von Artefakten nicht
ausgeschlossen werden. Wegen der unbekannten Bandenform und -breite des Originals
ist ein Vergleich mit bereits veröﬀentlichten, optimierten Parametern [401] nicht möglich.
Auf die Interpretation der Amplituden wird daher verzichtet. Die ermittelten Maxima
der Feinstruktur sind in Tabelle 6.7 zusammengefasst.
Aus den transienten IR-Diﬀerenzspektren können anhand der PFID-Signatur die
Positionen der Banden des angekoppelten Azoschalters bestimmt werden (vgl. S. 228 ﬀ.).
Der Vergleich mit den feinstrukturverstärkten Spektren zeigt, dass diese nun aufgelöst
werden. Aus der guten Übereinstimmung kann auch geschlossen werden, dass es sich bei
den resultierenden kleinen Strukturen allgemein nicht um Artefakte handelt.
Weitere, jetzt getrennte, Feinstrukturelemente lassen sich auf der Grundlage der bereits
diskutierten Absorptions- bzw. Diﬀerenzsignale zuordnen. Als Beispiel sei hier nur die
AmidII-Bande der Glycine genannt, die nur im ersten Spektrum (9℃↑) aufgelöst wird.
Als Indikatoren für die Entfaltung der Collagen-Superhelix kommen in erster Linie die
Banden der struktursensitiven AmidI-Moden der Peptidbindungen in Frage. Deshalb
wird die Zuordnung für diesen Bereich ausführlich diskutiert. Eine vergleichbare AmidI-
Struktur aus drei Banden wurde sowohl für natürliche Collagene [398, 402] als auch für
synthetische Collagenpeptide [400, 403, 404] nachgewiesen. Der Grund für die Aufspaltung
liegt in den nicht-äquivalenten Carbonylgruppen des Tripletts (Gly–Xaa–Yaa), die sich
in ihren chemischen Umgebungen, Konformationen und Kopplungen unterscheiden.
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Position/cm 1
Nr. 9℃↑ 9℃↓ 55℃ 80℃ Charakter Zuordnung
1 1689 1693 1691 1689 AmidI (Acetyl, N-term.)
2 1673 1674 1674 1674 AmidI Hyp (CO=OO)
3 1658 1658 1659 – AmidI (Gly, C-term.)
4 1646 1645 1647 (1647) AmidI Gly (CG=OG)
5 1631 1631 1633 – AmidI Pro (CP=OP)






7 1574 1574 1574 1576
9 1502 1502 1502 1502
8 1556 – – – AmidII Gly
10 1464 1466 – – (
w(C–N2)) (Pro, Hyp)
11 1454 1455 1456 1456 AmidII0 Azoschalter
12 1440 1439 1439 1439 Pro, Hyp
13 1406 1404 1404 1409 Pro, Hyp
14 1349 1350 1352 1352 
w(C–H2) Azoschalter
15 1338 1336 1335 1335 (C–H) Pro, Hyp
Tabelle 6.7: Zuordnung der Feinstruktur der IR-Absorptionsspektren bei verschiedenen Temperaturen.
Die Nummerierung entspricht Abb. 6.29, dabei ist 9℃↑ das IR-Absorptionsspektrum vor dem Aufheizen
und 9℃↓ das nach Aufheizen und Abkühlen. Unsichere Bandenzuordnungen sind eingeklammert. Eine
Korrektur für die Signale von HDO wurde nicht vorgenommen.
Für die hier vorliegende Grundsequenz (Abb. 6.28) sind speziﬁsche Zuordnungen zu
den einzelnen Gruppen bereits publiziert. Hier wurden die Untersuchungen von Bryan et
al. an einem sehr ähnlichen Peptid: (Pro–Hyp–Gly)4–Pro–Hyp–Ala–(Pro–Hyp–Gly)5 als
Referenz herangezogen [403]. Das publizierte Spektrum stimmt mit dem hier gemessenen
hervorragend überein: Es zeigt ein Maximum bei 1644cm 1, eine etwas kleinere Bande bei
1671cm 1 sowie eine Schulter bei 1630cm 1. Die Analyse der AmidI-Bande beruht auf
der direkten Berechnung der Peptidmoden und ihrer Kopplungen unter Berücksichtigung
der genauen dreidimensionalen Struktur, die zuvor mittels einer Molekulardynamiksi-
mulation verfeinert wurde. Die größte Bande (1644cm 1) besteht aus der Absorption
der Glycin-Carbonyle (CG–OG) und geringeren Anteilen der Prolin-Carbonyle. Bei der
niederfrequenten Schulter (1630cm 1) ist es gerade umgekehrt, hier dominiert die Prolin-
Carbonyl-Mode (CP–OP) und die Glycine liefern einen geringeren Beitrag. Die Bande
bei 1670cm 1 kann den Carbonylen der Hydroxyproline (CO–OO) zugeordnet werden.
Die beiden Mercaptoproline, über die der Azoschalter an die Peptidsequenzen gekoppelt
ist, werden dabei nicht gesondert berücksichtigt. Diese nehmen in der Sequenz jeweils die
Position eines Prolins und eines Hydroxyprolins ein, besitzen also auch eine vergleichbare
Umgebung und Konformation, insofern ist die Auflösung ihrer Signatur nicht zu erwarten.
Neben den drei diskutierten Hauptbanden erkennt man noch zwei kleinere Signale
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bei 1689cm 1 und 1658cm 1. Diese sind entweder die Folge von Aufspaltungen der
Amidbande aufgrund der vorliegenden Kopplungen oder sie stammen von den übrigen
Amid- bzw. Carbonylschwingungen. Insbesondere die Peptidgruppen des Azoschalters,
der beiden C-terminalen Glycine oder auch der N-terminalen primären Amide sollten
eine andere Schwingungsfrequenz aufweisen.
Die Komponente bei 1658cm 1 liegt sehr nahe an der Hauptbande und kann deshalb
tendenziell den beiden Glycin-Resten am amidierten C-Terminus zugeordnet werden.
Diese sollten sich aufgrund der unterschiedlichen Umgebung geringfügig von den übrigen
Glycinen unterscheiden. Eine Zuordnung zur AmidI-Mode der Azoschalter ist auszuschlie-
ßen, da diese direkt aus den transienten IR-Diﬀerenzspektren zu 1645cm 1 bestimmt
werden kann (Abb. 6.42, S. 235) und ihre Wellenzahl mit der Hauptbande zusammenfällt.
Die Komponente bei 1689cm 1 besitzt eine ungewöhnlich hohe Schwingungsfrequenz
für eine AmidI-Mode, die aber wiederum typisch für ein primäres Amid ist [376]. Daher
wird sie tendenziell der Amidschwingung der terminalen Acetylgruppen zugeordnet.
Mit Hilfe der Feinstrukturverstärkung ist es zwar möglich die Auflösung der Spektren
deutlich zu verbessern und viele der zuvor überlagerten Banden zuzuordnen. Allerdings
zeigen die Spektren vor dem Aufheizen (9℃↑) und unmittelbar nach dem Abkühlen
(9℃↓) keine signiﬁkante Verschiebung der ermittelten Feinstrukturkomponenten. Das
zwischenzeitliche Aufschmelzen der Tertiärstruktur ist jedoch anhand der Bande bei
1556cm 1 zweifelsfrei nachzuweisen. Damit lässt sich feststellen, dass auch nach der Ver-
besserung der Auflösung keine weitere Markerbande für den Übergang von tripelhelikaler
Struktur in die Monomere identiﬁziert werden kann.
6.6.3 Temperaturabhängigkeit der IR-Absorptionsspektren
In den vorangegangenen Abschnitten wurde bereits deutlich, dass sich infolge einer
Erwärmung nicht nur die lichtinduzierten Diﬀerenzsignale, sondern auch die Absorp-
tionsspektren des Azocollagens im UV/vis und IR massiv ändern. So konnte bereits
nachgewiesen werden, dass bei einer Temperatur von mehr als ca. 50℃ das Dissoziations-
gleichgewicht auf der Seite der Monomere liegt, die tripelhelikale Collagenstruktur also
aufgeschmolzen wird. Im UV/vis-Bereich ist erkennbar werden, dass dieser Prozess irre-
versibel ist. Einerseits stellt sich also die Frage nach den Reaktionsprodukten bzw. warum
die Tripelhelix nach dem Abkühlen nicht wieder gebildet wurde. Andererseits kann die
genaue Untersuchung des Schmelzverhaltens Aufschluss über spektrale Charakteristika
der vorliegenden Tertiärstrukturen geben oder der Festlegung des Schmelzpunktes dienen.
Bei der Betrachtung der thermisch induzierten Diﬀerenzen des Azocollagenspektrums ist
der Einﬂuss der HDO-Banden zu beachten, da diese ebenfalls eine starke Temperaturab-
hängigkeit aufweisen und die HDO-Konzentration während der Messserie zudem nicht
konstant ist.
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Abbildung 6.30: IR-Absorptions- und -Diﬀerenzspektren von HDO in H2O/D2O bei verschiedenen
Temperaturen [59]. Die Spektren wurden für die Beiträge von reinem H2O und D2O bereinigt und sind
gemäß der maximalen Absorption bei 3400cm
 1 in der Azocollagenmessung (Abb. 6.31(a)) skaliert. Die
Daten wurden freundlicherweise von Carsten Krejtschi zur Verfügung gestellt.
Temperaturabhängigkeit der HDO-Banden
In Abbildung 6.30 sind die Infrarotspektren von HDO in H2O/D2O im Bereich der
O–H-Streck- und Beugeschwingung bei verschiedenen Temperaturen dargestellt [59]. Die
dominante O–H-Streckschwingungsbande bei 3400cm 1 zeigt mit steigender Temperatur
eine starke, kontinuierliche Absorptionsabnahme und Blauverschiebung. Im Bereich
der HDO-Beugeschwingung bei 1460cm 1 kommt es dagegen nur zu einer leichten
kontinuierlichen Rotverschiebung und minimalen Absorptionszunahme des Maximums.
Bei der Azocollagenprobe ist das Signal des HDO anhand der O–H-Streckschwin-
gungsbande bei 3400cm 1 ebenfalls eindeutig zu identiﬁzieren (Abb. 6.31(a)). Bei
niedrigen Temperaturen überlagern kleine schmalbandige Signale zwischen 3250cm 1
und 3450cm 1 die unstrukturierte HDO-Bande. Es handelt sich vermutlich um die
AmidA- und AmidB-Moden der Peptidgruppen. Bei höheren Temperaturen werden
diese Signale nicht mehr aufgelöst. Im Gegensatz zu HDO in reinem Wasser wird hier bei
Erwärmung bis etwa 25℃ zunächst eine Absorptionszunahme anstelle der zu erwartenden
Abnahme gefunden (Abb. 6.31(b) oben). Dies ist eine Folge der Konzentrationserhöhung
von HDO durch den H/D-Austausch lösungsmittelexponierter Gruppen und gebundener
Wassermoleküle. Oberhalb von 25℃ ist wieder derselbe Signalverlauf wie in Wasser
zu beobachten: eine kontinuierliche Absorptionsabnahme und Blauverschiebung (Abb.
6.31(b) unten). Ein vergleichbarer H/D-Austauscheﬀekt tritt oberhalb von 25℃ also
nicht mehr auf, die zugehörigen Prozesse sind praktisch vollständig abgeschlossen.
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(b) Diﬀerenzspektren im Bereich von 9℃ bis
20℃ und von 20℃ bis 87℃
Abbildung 6.31: Temperaturabhängigkeit der IR-Absorptionsspektren der Azocollagenmessung im
Bereich von 3400cm
 1. Als Referenz der Diﬀerenzspektren diente jeweils das IR-Absorptionsspektrum
der niedrigsten Temperatur der Kurvenschar.
Die Steigerung der Absorption und somit der HDO-Konzentration beträgt bis 25℃
etwa 8%. Diese veränderliche Konzentration wird sich ebenso auf die Absorption im
Bereich der HDO-Beugeschwingung bei 1460cm 1 auswirken. Die Auswertung ist in
diesem Bereich schwieriger, da zahlreiche Banden des Azocollagens mit teilweise starken
Temperaturabhängigkeiten das HDO-Signal überlagern.
Abbildung 6.32(a) zeigt die Schmelzkurven der Azocollagenprobe bei drei verschiedenen
Wellenzahlen. Hierzu wird das Signal – in diesem Fall die Absorptionsänderung – in
Abhängigkeit von der Temperatur aufgetragen. Der Verlauf bei 3385cm 1, dem Maximum
der HDO-Bande bei niedrigen Temperaturen, zeigt das bereits diskutierte Verhalten: bis
etwa 25℃ nimmt die Absorption aufgrund des H/D-Austausches zu, danach kehrt sich
der Kurvenverlauf um und zeigt schliesslich eine lineare Absorptionsabnahme.
Die Schmelzkurven auf den Wellenzahlen der HDO-Beugeschwingung (1456cm 1)
und der AmidII0-Bande des Glycins (1471cm 1) zeigen zunächst ebenfalls eine star-
ke Absorptionszunahme bis etwa 25℃. Zwischen 25℃ und dem Maximum bei etwa
55℃ besitzen beide Kurven eine geringere, aber immer noch positive Steigung. Alle
Schmelzkurven zeigen also zunächst die Erhöhung der HDO-Konzentration, die bei etwa
25℃ abgeschlossen ist. Oberhalb von etwa 55℃ kehrt sich der Verlauf der Kurven bei
1456cm 1 und 1471cm 1 um und die Absorption sinkt mit steigender Temperatur. Das
deutet auf einen weiteren thermodynamischen Übergang hin.
Noch deutlicher werden diese Übergangstemperaturen bei Auftragung der ersten
Ableitung des Signals dA(~ )=dT gegen die Temperatur, was die Änderungen des Verlaufes
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Abbildung 6.32: IR-Schmelzkurven im Bereich der HDO-Absorptionsbanden – Absorptionsänderungen
bei verschiedenen charakteristischen Wellenzahlen bezogen auf das Referenzspektrum bei 9 ℃ (a) sowie
die erste Ableitung der Schmelzkurven nach der Temperatur (b).
der Schmelzkurven heraushebt (Abb. 6.32(b)). Unterhalb von 25℃ zeigen alle drei Kurven
die Entstehung von HDO. Die Rate nimmt dabei stetig ab, da mit steigender Temperatur
und Messdauer die Anzahl der noch nicht getauschten Protonen abnimmt. Ab 25℃ sind
diese Prozesse abgeschlossen, die konstanten Ableitungen repräsentieren den linearen
Verlauf der Schmelzkurven analog zu denen von HDO in reinem Wasser. Bei 55℃
ergibt sich ein weiterer Sprung in der Kurve, der eine abrupte Änderung der thermisch
induzierten Vorgänge anzeigt. Wie man gut erkennen kann, betriﬀt dieser Prozess allein
den Bereich der Peptidbanden: die Steigung der Kurve bei 3385cm 1 bleibt konstant.
Der H/D-Austausch der Glycin-Protonen hat oﬀensichtlich keinen messbaren Einﬂuss
mehr auf die Absorption bzw. Konzentration von HDO.
Zusammenfassend lässt sich in Bezug auf die HDO-Absorption feststellen:
1. In den Spektralbereichen um 3400cm 1 und 1460cm 1 hat das HDO einen großen
Einﬂuss auf die gemessenen Infrarotspektren der Probe.
2. Unterhalb von etwa 25℃ nimmt die Konzentration und somit die Absorption zu,
wobei die Rate mit steigender Temperatur sinkt.
3. Oberhalb von 25℃ ergeben sich kontinuierliche Absorptionsänderungen aufgrund
der bekannten Temperaturabhängigkeit der HDO-Banden.
4. Die Korrektur durch Abzug der Lösungsmittelspektren bleibt wirkungslos, da ein
H/D-Austausch nur in der Probenzelle stattﬁndet und nur dort zu veränderlichen
Konzentrationen von HDO führt.
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(b) Diﬀerenzspektren für die Bereiche von 9℃
bis 55℃ und 55℃ bis 87℃
Abbildung 6.33: Temperaturabhängigkeit der IR-Absorptionsspektren des Azocollagens. Die Inter-
pretation wird durch verschiedene, überlagerte Prozesse erschwert (a). Eine getrennte Betrachtung der
Temperaturbereiche unterhalb und oberhalb von 55℃ zeigt, dass bei höheren Temperaturen nur noch
ein Prozess auftritt (b). Als Referenz der Diﬀerenzspektren diente jeweils das IR-Absorptionsspektrum
der niedrigsten Temperatur der Kurvenschar.
Temperaturabhängigkeit der Azocollagen-Banden
Die Absorptions- und Diﬀerenzspektren der Azocollagenprobe sind in Abbildung 6.33(a)
für den gesamten Temperaturbereich von 9℃ bis 87℃ dargestellt. Es zeigt sich ei-
ne äußerst komplexe Schar von Diﬀerenzspektren mit großen Signalen im gesamten
Spektralbereich. Die AmidI-Bande des Glycins (1645cm 1) weist die größten Diﬀe-
renzamplituden auf, die eine Verbreiterung der Bande und sinkende Maximalamplitude
anzeigen. Interessant ist aber vor allem die AmidII-Bande des Glycins bei 1556cm 1, die
als Indikator für das Aufschmelzen der Tripelhelix angesehen werden kann. Das Signal
ist bei 55℃ bereits verschwunden und dementsprechend sollte der Schmelzvorgang bei
dieser Temperatur nahezu abgeschlossen sein.
Für die Auswertung müssen die Absorptionsänderungen, die durch das Schmelzen der
Tripelhelix verursacht werden, von den thermisch induzierten Diﬀerenzsignalen getrennt
werden. Hier hilft wieder die getrennte Betrachtung der Temperaturbereiche, deshalb
werden die Spektren unterhalb und oberhalb von 55℃ in je einem Diagramm dargestellt
(Abb. 6.33(b)). Die generellen Unterschiede in der Form der Diﬀerenzbanden beider
Bereiche sind oﬀensichtlich.
55℃ – 87℃ In diesem Temperaturbereich liegt ein Zwei-Zustands-System vor, welches
durch das Auftreten isosbestischer Punkte gekennzeichnet ist. Die größten Diﬀerenzsignale
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ergeben sich im AmidI-Bereich durch die Verbreiterung und Absorptionsabnahme der
zentralen Bande des Glycins (1645cm 1, vgl. S. 211 ﬀ.). In den Diﬀerenzspektren erkennt
man die charakteristische Signatur dieser Verbreiterung in der zentralen negativen Bande
bei 1645cm 1 die von zwei positiven, stark asymmetrischen Banden in den Bereichen
von 1570cm 1 bis 1627cm 1 und oberhalb von 1655cm 1 ﬂankiert wird. Die positive
Bande oberhalb von 1655cm 1 erscheint zweigeteilt, da sie bei 1676cm 1 durch die
negative AmidI-Diﬀerenzbande der Proline überlagert ist. Deren Bleichsignal ist im
Temperaturbereich unter 55℃ eindeutig an dem negativen Signal bei 1672cm 1 zu
veriﬁzieren (Abb. 6.33(b) oben). Ebenso lässt sich die Schulter der negativen Bande bei
etwa 1630cm 1 mit dem Ausbleichen der AmidI-Mode der Hydroxyproline erklären, die
bei geringeren Temperaturen als Minimum bei 1632cm 1 noch eindeutig zu erkennen
ist.
Im Bereich der HDO-Beugeschwingung tragen sowohl die Erwärmung des HDO als
auch des Peptides in etwa zu gleichen Teilen zu den Diﬀerenzspektren bei, wie ein
Vergleich von Bandenstruktur und Amplitude mit Abbildung 6.30(b) ergibt. Aufgrund
der unterschiedlichen Lösungsmittel der beiden Experimente lassen sich jedoch keine
genauen Aussagen ableiten.
Kleinere Diﬀerenzsignale bei 1336cm 1 ( ) und 1312cm 1 (+) zeigen die Rotver-
schiebung der (C–H)-Bande. Im Bereich der AmidII-Bande ist kein Diﬀerenzsignal
nachweisbar, da der H/D-Austausch für die Glycine bereits vollständig abgeschlossen ist.
9℃ – 52℃ Die thermisch induzierten Diﬀerenzspektren bei niedrigen Temperaturen
sind wesentlich komplexer. Aus dem Fehlen isosbestischer Punkte lässt sich ableiten,
dass kein Zwei-Zustands-System vorliegt. Die ab 55℃ auftretenden Prozesse sind auch
in diesen Spektren teilweise zu erkennen, werden aber oﬀensichtlich durch zusätzliche
Eﬀekte überlagert.
Der H/D-Austausch führt zum Ausbleichen der Glycin-AmidII-Bande bei 1556cm 1.
Dieser Prozess ist unterhalb von 25℃ nicht zu beobachten, beschleunigt sich mit stei-
gender Temperatur und ist bei 52℃ abgeschlossen.
Bei Temperaturen von 9℃ bis etwa 25℃ müssen zusätzlich die spektralen Signaturen
des HDO berücksichtigt werden. Die auftretende Konzentrationserhöhung von etwa 8%
korreliert mit der breitbandigen Absorptionszunahme unterhalb von 1500cm 1.
Die negativen AmidI-Banden des Glycins (1642cm 1) und Prolins (1632cm 1) sind
etwa gleich stark, während bei hohen Temperaturen eindeutig das Signal der Glycine
dominiert. Aufgrund der isolierten Peptidbanden in diesem Bereich ist ein Einﬂuss des
Lösungsmittels auszuschließen, die Ursache muss also in der Temperaturabhängigkeit
des Azocollagens selbst liegen.
Zwischen 1400cm 1 und 1300cm 1 treten einige positive Absorptionsdiﬀerenzen auf.
Diese sind erst über 25℃ deutlich zu erkennen und sie sind in den Diﬀerenzspektren
oberhalb von 55℃ nicht mehr enthalten. Ihre Temperaturabhängigkeit ähnelt also der der
AmidII-Bande, so dass ein struktureller Zusammenhang zu vermuten ist. Eine eindeutige
Zuordnung ist derzeit jedoch nicht möglich.













(b) Ableitung nach der Temperatur
Abbildung 6.34: 2d-Graﬁken der thermisch induzierten IR-Diﬀerenzspektren des Azocollagens: (a)
zeigt die Diﬀerenzspektren bezogen auf das Referenzspektrum bei 9 ℃ (äquivalent zu Abb. 6.33(b)).
In (b) ist die erste Ableitung der Absorption nach der Temperatur aufgetragen. Die weißen Balken
markieren die Grenzen der im Text diskutierten Temperaturintervalle.
Fazit Die bisherigen Betrachtungen machen bereits deutlich, dass in den Tempera-
turbereichen 9℃→25℃, 25℃→50℃ und 55℃→87℃ unterschiedliche Prozesse die
Änderungen der Absorptionsspektren bestimmen. Diese Komplexität wird in der zweidi-
mensionalen Darstellung der Diﬀerenzspektren und ihrer Ableitung nach der Temperatur
(Abb. 6.34) besonders gut deutlich. Die Absorptionsänderung wurde direkt durch Subtrak-
tion des Spektrums von 9℃ berechnet, die Ableitung wurde zusätzlich global normiert,
die Darstellung der Werte ist farbkodiert gemäß der beigefügten Skalen.
In Bezug auf die Temperaturen fallen sofort die zuvor erwähnten Grenzwerte auf,
die sich auch in den ausgewählten Schmelzkurven wiederﬁnden (Abb. 6.35): Unterhalb
von 25℃ nimmt die breitbandige Absorption von HDO bei 1450cm 1 zu. Bei 55℃ ist
der Austausch der Glycinprotonen abgeschlossen, das Signal in der AmidII-Bande bei
1556cm 1 erreicht sein Minimum und bleibt konstant. Das ist besonders in der Ableitung
gut zu erkennen, die an diesem Punkt auf Null zurückgeht. Gleichzeitig verändern sich
die Muster auch im AmidI-Bereich, wo nun positive Diﬀerenzbanden bei 1630cm 1 und
1680cm 1 deutlich hervortreten und die Amplituden der Ableitung signiﬁkant zunehmen.
Dasselbe Muster zeigt sich im AmidII-Bereich, wenn auch etwas weniger ausgeprägt.
Eine weitere Zustandsänderung zeigt sich übrigens bei etwa 75℃, diese soll hier jedoch
nicht weiter erörtert werden.
Zwei mögliche Ursachen können für die in verschiedenen Spektralbereichen synchron
auftretenden Veränderungen der Muster bei 55℃ diskutiert werden:
• Der H/D-Austausch am Glycin führt nicht nur zum Übergang der AmidII- zur
AmidII0-Mode, ondern beeinﬂusst sämtliche Schwingungsfrequenzen die mit der
N–D-Gruppe koppeln. Insbesondere sind also die AmidI-Mode des Glycins und die
des Prolins, zu dem eine Wasserstoﬀbrückenbindung besteht, betroﬀen. Die Größe
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Abbildung 6.35: IR-Schmelzkurven im Bereich der Peptidbanden – Absorptionsänderungen bei ver-
schiedenen charakteristischen Wellenzahlen bezogen auf das Referenzspektrum bei 9 ℃ (a). Bei 50℃
verändert sich der Kurvenverlauf, dies wird besonders beim Betrachten der ersten Ableitung der Kurven
deutlich (b). Die großen Signaländerungen bei niedrigen Temperaturen beruhen auf der Entstehung von
HDO durch den H/D-Austausch (vgl. Abb. 6.31, S. 218 und 6.32, S. 219).
des Eﬀektes und des Spektralbereiches, in dem er auftritt, lassen diese Erklärung
jedoch unwahrscheinlich erscheinen.
• Der H/D-Austausch aller Glycinreste kann erst erfolgen, nachdem die Collagen-
Tripelhelix in die Monomere dissoziiert ist. Damit ändert sich nicht nur die che-
mische Umgebung der einzelnen Reste, es stehen auch mehr Freiheitsgrade in
Bezug auf mögliche Konformationen zur Verfügung. Die simultane Veränderung
der Signatur in verschiedenen Spektralbereichen ist dann nicht direkt durch den
H/D-Austausch begründet, wird aber durch dieselbe Ursache – den Übergang zu
den Monomeren – hervorgerufen.
Das Aufschmelzen der Collagen-Tripelhelix ist die einzig verbleibende Erklärung, die alle
bisher präsentierten Beobachtungen konsistent erklärt: Mit zunehmender Temperatur
steigt die Dissoziationrate, was sich in einer immer schnelleren Abnahme der Absorption
bei 1556cm 1 widerspiegelt. Mit der Erwärmung verlagert sich das Gleichgewicht auf
die Seite der Monomere, zudem nimmt die Wahrscheinlichkeit für Nebenreaktionen
wie die trans ! cis-Isomerisierung der Prolin-Peptidbindungen zu. Deswegen spielt
die Rückreaktion, also die Assoziation des Collagens, bei hohen Temperaturen keine
Rolle und die Dissoziationsrate nimmt mit der Erwärmung stetig zu, bis bei 55℃ keine
intakten Tripelhelices mehr vorliegen.
Schmelzpunktbestimmung Das einfachste Reaktionsmodell für den Übergang zwi-
schen der Collagen-Tripelhelix (T) und den entfalteten Monomeren (M) ist die Gleichge-
wichtsreaktion eines Zwei-Zustands-Systems:
T * ) 3M (6.5)
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Die Raten der Dissoziation und Assoziation bestimmen die Gleichgewichtslage und der
Zustand des Systems kann durch die temperaturabhängige Gleichgewichtskonstante K(T)









Dabei ist c0 die Gesamtkonzentration bezogen auf die Monomere und F(T) der tem-
peraturabhängige Anteil der tripelhelikalen Form. Als Schmelzpunkt Tm wird nun die
Temperatur angenommen, bei der gerade die Hälfte der Monomere gefaltet, bzw. die
Hälfte der Collagene dissoziiert vorliegt [405, 406]:
T = Tm , F(T) = 1=2 (6.7)
Anhand speziﬁscher Markerbanden des Infrarotspektrums kann der Anteils an gefaltet
vorliegenden Collagenen bestimmt werden. Hat man eine Diﬀerenzbande identiﬁziert, die
mit der Entfaltung der Tripelhelix korreliert, dann ist die Temperatur, bei der die Hälfte
dieser Änderung erfolgt ist, gleich der Schmelztemperatur. Typisch für die Schmelzkurven
solcher Zwei-Zustands-Systeme ist ein sigmoidaler Kurvenverlauf. Der Schmelzpunkt
liegt dann am Wendepunkt, also am Punkt maximaler bzw. minimaler Steigung.
Zur Schmelzpunktbestimmung sind in dieser sehr einfachen Modellierung jedoch nur
solche Diﬀerenzsignale geeignet, bei denen die spektrale Verschiebung und die Überla-
gerung mit weiteren Signalen ausgeschlossen bzw. vernachlässigt werden kann. In der
zweidimensionalen Repräsentation der thermisch induzierten Diﬀerenzspektren und ihrer
Ableitung zeigt sich, dass nur die AmidII-Bande bei 1556cm 1 diese Voraussetzungen
erfüllt. Sie liegt deutlich getrennt von allen übrigen Banden und ändert sich nur in ihrer
Amplitude. Die Auswertung im AmidI-Bereich ist wegen der Überlagerung verschiede-
ner Banden problematisch, dies wurde bereits dargestellt. Auch im Bereich unterhalb
von 1500cm 1 macht die Auswertung keinen Sinn. Hier sind zunächst der Anstieg der
HDO-Bande und bei höheren Temperaturen ihre thermisch induzierten Änderungen der
Collagenabsorption überlagert.
Abbildung 6.35 zeigt die Schmelzkurven und ihre Ableitung bei verschiedenen Wellen-
zahlen. Die AmidII- (1556cm 1) und die korrespondierende AmidII0-Bande (1471cm 1)
des Glycins zeigen zwischen 25℃ und 50℃ einen nahezu linearen Verlauf, zwischen
50℃ und 55℃ ändert sich die Steigung, das Collagen ist vollständig entfaltet. Damit ist
naheliegend, dass der Schmelzpunkt des vorliegenden Azocollagens in EG-d6:D2O unter-
halb von 55℃ liegt. Die übrigen Kurven zeigen ebenfalls mehr oder weniger ausgeprägte
Änderung der Steigung bei 55℃, doch würde man dort den Schmelzpunkt aufgrund des
anschließenden sigmoidalen Kurvenverlaufes eher bei höheren Temperaturen vermuten.
Eine exakte Bestimmung des Schmelzpunktes kann aus mehreren Gründen nicht
durchgeführt werden:
1. Voraussetzung ist die Gültigkeit der Reaktionsgleichung 6.5, also das Vorliegen eines
thermodynamischen Gleichgewichtes. Die Gleichgewichtseinstellung wurde jedoch
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nicht abgewartet: Unmittelbar nach dem Erreichen einer eingestellten Temperatur
wurde das Spektrum aufgenommen und danach wurde die Erwärmung fortgesetzt.
Für vergleichbare Systeme haben sich mittlere Heizraten von 0,1℃/min als zu
hoch für eine Equilibrierung erwiesen [407], Gleichgewichtsexperimente benötigen
eine Wartezeit von mehreren Stunden [406].
2. Die H/D-Austauschreaktion an den Glycinen ist irreversibel, eine Gleichgewichts-
einstellung kann mit der entsprechenden Bande also grundsätzlich nicht verfolgt
werden.
3. Die hier beobachtete Entfaltung der Tripelhelix ist – zumindest teilweise – nicht
reversibel, wie die UV/vis-Absorptionsspektren vor und nach dem Aufheizen zeigen.
Falls beispielsweise Nebenreaktionen auftreten oder die Rückreaktion kinetisch
gehemmt sind, dann ist die Angabe eines Schmelzpunktes problematisch.
Irreversibles IR-Diﬀerenzspektrum Im infraroten Spektralbereich ergeben sich
nach dem Aufheizen ebenfalls residuale Diﬀerenzsignale. Abbildung 6.36(a) zeigt Diﬀe-
renzspektren für das Aufheizen und die anschließende Abkühlung zwischen 9℃ und 87℃.
Die Diﬀerenz beider Spektren ist in grau hinterlegt und diese repräsentiert die mit dem
Aufheizen verbundenen, irreversiblen Prozesse wie beispielsweise den H/D-Austausch.
Dieses Spektrum ist nicht durch temperaturbedingte Bandenverschiebungen gestört und
zeigt folgendes:
• Die größten Diﬀerenzbanden verursacht der H/D-Austausch am Glycin. Die ausge-
bleichte AmidII-Bande der Glycine liegt bei 1556cm 1 und die korrespondierende
positive AmidII0-Produktbande bei 1471cm 1. Sie schiebt bei Erwärmung zu
niedrigeren Wellenzahlen.
• Die breitbandige positive Absorptionsdiﬀerenz unterhalb von 1500cm 1 kann der
Beugeschwingung des entstandenen HDO zugeordnet werden.
• Kleinere, strukturierte Diﬀerenzbanden im Bereich der AmidI-Mode sowie der C–N-
Streckschwingung und der C–H-Deformationsschwingungen sind mit strukturellen
Änderungen insbesondere mit dem Aufschmelzen der tripelhelikalen Struktur
verbunden.
Die nach dem Abkühlen noch vorhandenen Diﬀerenzsignale lassen sich mit den ther-
misch induzierten Diﬀerenzspektren im Bereich von 9℃ bis 52℃ bzw. von 55℃ bis
87℃ vergleichen (Abb. 6.36). Bei hohen Temperaturen (untere Graﬁk) zeigt sich eine
gute Übereinstimmung mit dem Diﬀerenzspektrum beim Abkühlen, also dem reversiblen
Prozess. Das in grau hinterlegte irreversible Diﬀerenzspektrum hat keine Gemeinsamkeit
mit der gezeigten Kurvenschar, also tragen die in diesem Temperaturbereich auftretenden
Prozesse nicht zur Bildung des irreversiblen Zustands bei. Die dafür verantwortlichen
Vorgänge laufen bei niedrigeren Temperaturen ab, sind jedoch von dem reversiblen
Aufheizprozess überlagert. Das kann beispielsweise an der AmidII0-Bande des Glycins
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(b) Vergleich der irreversiblen Änderungen mit
den Diﬀerenzzspektren oberhalb und unterhalb
von 55℃
Abbildung 6.36: Beim Aufheizen (9℃ →87℃) und anschließenden Abkühlen (87℃ →9℃) ergeben
sich beim ersten Durchlauf irreversible spektrale Änderungen (a). Diese lassen sich überwiegend auf den
H/D-Austausch zurückführen. Dieser Prozess ﬁndet unterhalb von 50 ℃ statt, die thermisch induzierten
Diﬀerenzspektren bei höheren Temperaturen tragen nicht dazu bei (b).
nachvollzogen werden: zunächst ist bei 1471cm 1 ein Anwachsen der Absorption zu
beobachten, bei etwa 50℃ erreicht die Bande ein Maximum und nimmt bei weiterer
Erwärmung wieder ab. Grund ist die Überlagerung der irreversiblen Absorptionszunahme
infolge des H/D-Austausches mit der reversiblen Rotverschiebung der Absorptionsbande
von 1475cm 1 nach 1432cm 1 bei Erwärmung.
Zusammenfassung und Interpretation der stationären Messungen
In diesem Abschnitt wurden die im UV/vis- und IR-Bereich durchgeführten Gleichge-
wichtsmessungen präsentiert. Neben der Optimierung der Bedingungen für die transiente
Infrarotspektroskopie und einer umfangreichen Bandenzuordnung ergeben sich daraus
bereits wichtige Informationen über die Probe und ihre Strukturdynamik:
• Unmittelbar nach dem Ansetzen der Probe lag diese in tripelhelikaler Form vor.
• Bei Erwärmung kommt es zu einem H/D-Austausch, zunächst von Lösungsmittel-
exponierten Protonen, bei hohen Temperaturen auch von den geschützten Glycin-
Protonen. Bei 55℃ ist dieser Prozess abgeschlossen. Damit ist nachgewiesen, dass es
zu einer thermischen Verschiebung des Gleichgewichts auf die Seite der Monomere
kommt.
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• Schon unterhalb von 55℃ ergeben sich sowohl im UV/vis-, als auch im IR-Bereich
irreversible spektrale Änderungen. Im UV/vis-Spektrum wurden diese auch nach
einer thermischen Relaxation über mehrere Tage vorgefunden.
• Das Erwärmen führt zusätzlich zu reversiblen Verschiebungen im IR-Absorptions-
spektrum des Azocollagens. Entsprechende Eﬀekte sind ggf. in den zeitaufgelösten
Messungen zu berücksichtigen.
• Bei Temperaturen unterhalb von 50℃ führt eine UV-Belichtung zu deutlich gerin-
geren Isomerisierungsquntenausbeuten als beim isolierten Azoschalter.
• Nach dem Aufschmelzen der Tripelhelix, oberhalb von 50℃, lassen sich mit der
UV-Belichtung deutlich größere Isomerisierungsquantenausbeuten erzielen.
Wahrscheinlich ist, dass eine lichtinduzierte Isomerisierung des Azoschalters bei einer
korrekt gefalteten Tripelhelix aufgrund der sterischen Beanspruchung verhindert wird. Die
Natur des irreversiblen Reaktionsproduktes ist noch nicht zweifelsfrei geklärt. Möglicher-
weise führt die sehr hohe Konzentration zur Bildung ungeordneter Strukturen. Außerdem
kann es bei hohen Temperaturen in den Monomeren zur trans ! cis-Isomeriserung der
Peptidbindungen von Prolinen und Hydroxyprolinen kommen, was eine Rückfaltung in
die Collagen-Tripelhelix ebenfalls stark verlangsamen würde.
Darüberhinaus könnten die Collagene nach dem Ansetzen der Probe bei Raumtempe-
ratur in größeren ungeordneten Strukturen vorliegen, vergleichbar mit den Fibrillen na-
türlicher Collagene. Für vergleichbare Modellcollagene wird eine solche Selbstassoziation
berichtet[408]: Ein Peptid mit der Sequenz (Gly-Pro-Hyp)10 zeigt ab einer Konzentration
von 1mM eine Aggregation, die der Bildung von Fibrillen in natürlichen Collagenen
ähnelt. Diese benötigt einen Nukleationskeim und die Aggregationsrate steigt mit der
Temperatur. Der Schmelzpunkt der aggregierten Form wurde mit 25℃ angegeben. Es
ist daher nicht auszuschließen, dass auch hier eine derartige Quartärstruktur vorliegt,
welche die irreversiblen spektralen Diﬀerenzen hervorruft.
6.6.4 Transiente IR-Diﬀerenzspektren der trans ! cis-Isomerisierung
Die Bedingungen der zeitaufgelösten Experimente beruhten auf der ursprünglichen
Interpretation der Gleichgewichtsmessungen [375]. Danach sollte die lichtinduzierte
trans ! cis-Isomerisierung des gekoppelten Azoschalters eine – zumindest partielle
– Entfaltung der Tripelhelix auslösen, welche reversibel ist. Der Schmelzpunkt wurde
anhand von Zirkulardichroismus-Spektren und der bei 1645cm 1 im Infraroten erhaltenen
Schmelzkurve zu 55℃ bestimmt. Zusammen mit den bei 50℃ signiﬁkant größeren
Diﬀerenzamplituden der photostationären Zustände wurde gefolgert, dass die thermische
Destabilisierung der Collagen-Tripelhelix kurz unterhalb des Schmelzpunktes bei 50℃
eine eﬃziente lichtinduzierte Entfaltung ermöglicht. Um diese Entfaltung zu beobachten,
wurden die zeitaufgelösten Messungen ebenfalls bei 50℃ durchgeführt.
Die erneute Analyse aller Gleichgewichtsmessungen hat nun ergeben, dass bei 50℃
keine tripelhelikalen Strukturen mehr vorliegen: Aufgrund der hohen Entfaltungsrate ist
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mit der vollständigen Dissoziation noch vor dem Beginn der eigentlichen Messung zu
rechnen. Damit sollten diese Messungen die Reaktion der Monomere auf die Absorpti-
on des Anregungslichtes darstellen, während sich ein Einﬂuss der Tertiärstruktur nur
bei niedrigen Temperaturen zeigt. Im Folgenden werden daher zunächst die bei 50℃
gemessenen Daten der Monomere und im Anschluss die bei niedrigeren Temperaturen
durchgeführten Messungen präsentiert.
Untersuchung der Monomere bei 50 ℃
Vorbemerkungen Es wurde der Spektralbereich von 1298cm 1 bis 1685cm 1 unter-
sucht. Dieser wurde mit insgesamt vier Messungen abgedeckt: für Wellenzahlen kleiner
1530cm 1 wurde Gitter3 (d=75/mm) eingesetzt, ansonsten Gitter2 (d=150/mm). Zur
Anregung wurde die SFG bei 330nm mit 600nJ Pulsenergie eingesetzt, die Polarisationen
von Anreg- und Abtastlicht standen im magischen Winkel zueinander. Während der
Messung wurde die Probe konstant auf einer Temperatur von 50℃ und im photostatio-
nären Gleichgewicht der trans-Form gehalten (vgl. S. 200). Die Datenerfassung erfolgte
im unreferenzierten Modus.
Alle weiteren Details der Auswertung sind identisch mit der Auswertung der Messung
des Azoschalters (S. 172 ﬀ.).
Ergebnisse Abbildung 6.37 zeigt die 2d-Darstellung der transienten Absorptionsände-
rungen. Die zeitliche Abfolge der auftretenden Eﬀekte ist wieder folgende: 1. vor dem
Zeitnullpunkt: gestörter freier Induktionszerfall, 2. um den Zeitnullpunkt: Störung durch
die Kreuzphasenmodulation, 3. nach dem Zeitnullpunkt: Rotverschiebung der Schwin-
gungsbanden aufgrund der elektronischen Anregung und Zerfall dieser Diﬀerenzsignale
aufgrund der auftretenden Relaxationsprozesse. Die instantan erscheinenden Signale
zerfallen auf der Zeitskala von etwa 10ps, wie es auch beim freien Azoschalter der Fall ist.
Die Diﬀerenzbanden weisen wieder unterschiedlich ausgeprägte spektrale Verschiebungen
auf und bei langen Verzögerungszeiten bleibt ein kleines Diﬀerenspektrum bestehen.
Dieses Abklingverhalten kann am besten in den transienten Spektren in Abbildung 6.38
nachvollzogen werden.
Nahezu alle auftretenden Bleichsignale zeigen die Signatur des gestörten freien Induk-
tionszerfalls, was die eindeutige Zuordnung zu den Schwingungsmoden des Azoschalters
erlaubt. Einzige Ausnahme ist eine kleine negative Diﬀerenzbande bei 1350cm 1. Dieses
Bleichsignal erscheint unmittelbar am Zeitnullpunkt und folgt anscheinend derselben
Zerfallskinetik wie die übrigen transienten Diﬀerenzbanden. Beim freien Azoschalter
tritt bei 1356cm 1 eine vergleichbare Bande auf (
w(C–H2)-Mode), bei der die PFID-
Signatur ebenfalls nicht nachweisbar ist. Daher wird das Signal bei 1350cm 1 ebenfalls
der 
w(C–H2)-Mode des gekoppelten Azoschalters zugeordnet.
Sowohl die einzelnen Diﬀerenzsignale, als auch ihre Zerfallskinetik zeigen also eine große
Ähnlichkeit mit den Ergebnissen der trans ! cis-Isomerisierung des Azoschalters (Abb.
6.12, S. 174). Auf eine ausführliche Beschreibung und Interpretation der auftretenden
Eﬀekte kann daher verzichtet werden, es wird auf Abschnitt 6.5.3 ab S. 174 verwiesen.
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(a) Rohdaten, vollständig (b) Rohdaten, ab 0.4ps (c) globale Anpassung
Abbildung 6.37: Transiente Absorptionsänderung des Azocollagens bei 50 ℃ nach Anregung bei
330nm (trans ! cis) bestehend aus vier Einzelmessungen mit Abtastung im magischen Winkel. Die
Zeitachse ist linear bis 1ps und logarithmisch für längere Verzögerungszeiten. In (a) ist die PFID-
Signatur vor dem Zeitnullpunkt sowie die um den Zeitnullpunkt dominierende Kreuzphasenmodulation
deutlich zu erkennen. In Abb. (b) wird nur der Zeitbereich ab 0.4ps dargestellt, was zu einer etwas
besseren Farbskala führt. Im Zeitbereich von 0.5ps bis 1.8ns wurde eine globale Analyse durchgeführt.
(c) zeigt das Ergebnis für die Anpassung mit 4 exponentiellen Zerfallsfunktionen.
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(a) Rohdaten
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(b) globale Anpassung
Abbildung 6.38: Transiente Diﬀerenzspektren des Azocollagens (trans ! cis, 50℃) zu ausgewählten
Verzögerungszeiten. In (a) sind die unverarbeiteten Daten dargestellt. Zum Vergleich werden in (b)
dieselben Spektren nach der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten wiedergegeben.
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Abbildung 6.39: Vergleich der transienten Spektren bei trans ! cis-Isomeriserung des freien Azo-
schalters in DMSO-d6 bei Raumtemperatur und des Azocollagens in EG-d6:D2O bei 20℃ und 50℃
nach 1ps.
Es folgt eine Darstellung einiger markanter Unterschiede zur Messung des unge-
koppelten Azoschalters. Diese lassen sich anhand der transienten Spektren am besten
verdeutlichen. In Abbildung 6.39 sind die Diﬀerenzspektren bei einer Verzögerungszeit
von 1ps des isolierten Azoschalters in DMSO-d6 bei ca 20℃ und des Azocollagens in
EG-d6:D2O bei 20℃ und 50℃ zusammengefasst.
Die größten Unterschiede zwischen dem freien und dem gekoppelten Azoschalter zeigen
sich in der Lage und Amplitude der AmidII-Bande. Aufgrund des H/D-Austausches
liegt das zugehörige Bleichsignal der AmidII0-Bande beim Azocollagen bei 1456cm 1
während es beim undeuterierten Azoschalter bei 1550cm 1 auftritt.
Die Amplitudenverhältnisse vom AmidI- zum AmidII bzw. AmidII0-Bereich haben
sich dabei von etwa (2:1) beim Azoschalter zu (1:2) beim Azocollagen umgekehrt. Das
liegt zum einen an der Verbreiterung der AmidI-Diﬀerenzsignale (s.u.), aber auch an der
starken Vergrößerung der transienten Diﬀerenzbanden der AmidII0-Mode im Vergleich
zur AmidII-Mode des isolierten Azoschalters. Im gekoppelten System dominiert die
AmidII0-Bande die transienten Diﬀerenzspektren, über die genaue Ursache kann jedoch
nur spekuliert werden. Wahrscheinlich führt die sterische Einschränkung durch die
Anbindung an die Collagensequenz zu einer anderen Konformation der Peptidbindungen
des Azoschalters. Das sollte sich wiederum auf die Kopplung von elektronischer Anregung
und AmidII0-Mode auswirken. Andere Erklärungsansätze sind, dass die von der (N–D)-
Schwingung entkoppelte (C–N)-Mode entweder ein größeres Übergangsdipolmoment als
die AmidII-Mode besitzt bzw. stärker auf die elektronische Anregung reagiert oder dass
die Kopplungen der (C–N)-Mode mit anderen Schwingungen eine Rolle spielen.
Die ausgebleichte AmidI-Bande des Azoschalters ist im Azocollagen um 20cm 1
rotverschoben und besitzt mit 24cm 1 beinahe die doppelte Halbwertsbreite der AmidI-
Bande des Azoschalters (13cm 1). Das spektrale Integral ist jedoch identisch, was die
Abnahme der Diﬀerenzamplituden auf die Hälfte erklärt. Ursache der Rotverschiebung
sind Wasserstoﬀbrückenbindungen der Peptidgruppe zum Lösungsmittel EG-d6:D2O,
welche die Schwingungsfrequenz typischerweise um 20cm 1 absenken [49, 397]. Die



























































































Abbildung 6.40: Transienten des Azocollagens (trans ! cis, 50℃) bei ausgewählten Wellenzahlen.
Die einzelnen Signale wurden entsprechend ihrer Amplitude in zwei getrennten Diagrammen dargestellt.
Rohdaten sind als Kreise und die Kurven der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten als Linie
dargestellt. Bei den kleinen Signalen an den Schultern der Diﬀerenzbanden ist das nicht monoexponentielle
Verhalten deutlich erkennbar.
größere Bandbreite ist auf eine heterogene Linienverbreiterung zurückzuführen. Es
kann allerdings nicht geklärt werden, ob unterschiedlich starke Wasserstoﬀbrücken oder
verschiedene Konformationen der Amidbindung des gekoppelten Systems diesen Eﬀekt
verursachen.
Die übrigen ausgebleichten Schwingungsbanden, also Phenyl- und (C–H2)-Moden
des gekoppelten Azoschalters sind ebenfalls um einige Wellenzahlen verschoben. Ein
direkter Einﬂuss des Lösungsmittels besteht hier nicht, da diese Gruppen keine Wasser-
stoﬀbrückenbindungen eingehen. Allerdings zeigte sich bei der Normalmodenanalyse des
Azoschalters, dass diese Moden an die N–H-Beugeschwingung der Peptidgruppe koppeln
(vgl. Abschnitt 6.5.2, S. 170 ﬀ.). Deshalb ist nach der Deuterierung der Amidgruppen
auch für diese Schwingungsmoden eine Frequenzverschiebung zu erwarten.
Wie bei der Messung der trans ! cis-Isomerisierung des freien Azoschalters erfährt die
AmidII0-Diﬀerenzbande während des Zerfalls eine signiﬁkante Blauverschiebung. Ursache
ist die Schwingungsenergieumverteilung bzw. die Änderung der molekularen Temperatur
bei der Relaxation. Diese spektrale Verschiebung ist bei den übrigen Signalen ist weit
weniger ausgeprägt, insbesondere die transiente AmidI-Bande ändert ihre Lage kaum.
Auf langen Verzögerungszeiten bleibt wieder das Diﬀerenzspektrum einer langlebigen
Spezies bestehen, deren Amplituden sind ab ca. 50ps praktisch konstant. Dieses wird im
Rahmen der globalen Analyse genauer betrachtet.
Globale Analyse
Wie beim freien Azoschalter erforderte die optimale globale Anpassung die Verwen-
dung von vier Zerfallskomponenten, von denen eine festgesetzt wurde (4 := 1). Die
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ausgewählten Transienten aus dem AmidI- und dem AmidII0-Bereich zeigen die gute
Anpassung der Signale mit den gefundenen Parametern (Abb. 6.40). Die unterschiedliche
Zerfallsdynamik in diesen beiden Diﬀerenzbanden sowie die Transienten auf den Flanken
der Diﬀerenzsignale belegen die Notwendigkeit einer multiexponentiellen Anpassung.
Die Transienten auf den Extrema der Diﬀerenzbanden (z.B. 1456cm 1 und 1435cm 1)
können zwar monoexponentiell mit Zeitkonstanten von etwa 8ps beschrieben werden,
veränderliche Positionen oder Breiten der Diﬀerenzbanden werden dabei jedoch nicht
berücksichtigt.
Bei einer monoexponentiellen Anpassung erhält man also die gleichen Zeitkonstanten
für den Zerfallsprozesses wie für den freien Azoschalter. Dieser geringe Einﬂuss der
Peptidsequenz auf die Dynamik des Azoschalters wurde ebenso bei der Analyse der
transienten Spektren beider Proben im sichtbaren Spektralbereich gefunden [375]. Auch
diese Messungen zeigen nur geringe Unterschiede in der Zerfallsdynamik des gekoppelten
und des isolierten Azoschalters und die globale Analyse ergab für das Azocollagen Werte
von 1 < 0;2ps, 2 = 0;4ps, 3 = 6;4ps und für den Azoschalter von 1 = 0;15ps,
2 = 0;4ps, 3 = 4;7ps. Die Ankopplung des Schalters an die Collagen-Peptidsequenz
hat also nur geringe Auswirkungen auf die Lebensdauer des elektronisch angeregten
Zustands.
Aus der globalen Analyse der Messungen im MIR wurden folgende Zeitkonstanten
bestimmt: 1 = 2;4ps, 2 = 3;9ps, 3 = 17ps. Diese Werte liegen im Bereich, der trans
! cis-Isomerisierung des freien Azoschalters (1 = 1;4ps, 2 = 5;6ps, 3 = 9;3ps),
wobei alle Zeitkonstanten etwas variieren. Die zerfallassoziierten Spektren unterscheiden
sich ebenfalls im Detail: Die Komponenten 1 und 2 weisen nahezu spiegelbildliche
Amplituden auf und modulieren so das nicht-exponentielle Verhalten. Im Bereich der
positiven AmidII0-Diﬀerenzbande zeigt sich dieser Eﬀekt besonders deutlich: Das Signal
ist in den ersten drei Pikosekunden praktisch konstant – die Anpassung erfordert zwei
sich kompensierende Komponenten. Diese Kompensation führt zu den überaus großen
Amplituden der zerfallassoziierten Spektren von 1 und 2, so dass das DAS zu 3
dagegen verschwindend klein erscheint. An dieser Stelle kann die Frage, ob 3 die auf
längeren Zeitskalen erwartete Antwort der Collagen-Peptidsequenz auf die Anregung des
Chromophors darstellt, noch nicht beantwortet werden.
Trotzdem ergibt sich für die Zerfallsprozesse insgesamt wieder dieselbe Interpretation
wie für den Azoschalter in DMSO-d6: nach der elektronischen Anregung kommt es
zur schnellen elektronischen Relaxation in den S1(n)-Zustand. Der Übergang in den
elektronischen Grundzustand erfolgt dann auf der Zeitskala einiger Pikosekunden. Bei
beiden Relaxationsprozessen wird die Energie durch intramolekulare Schwingungsener-
gieumverteilung an die niederfrequenten Schwingungsmoden des Moleküls und schließlich
an die Lösungsmittelumgebung abgegeben. Diese Kühlprozesse und ihr Einﬂuss auf das
Spektrum wurden bereits bei der Interpretation der trans ! cis-Diﬀerenzspektren des
Azoschalters (Abschnitt 6.5.3, S. 181) detailliert dargestellt. Es kann nicht geklärt werden,
inwiefern Veränderungen der Zeitkonstanten oder der zerfallassoziierten Spektren auf
die Ankopplung an das Peptid, die damit verbundene Konformationsänderung oder den
Einﬂuss des Lösungsmittels zurückzuführen ist.
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Abbildung 6.41: Zerfallassoziierte Spektren des Azocollagens (trans ! cis, 50℃) für die globale
Anpassung mit vier Zeitkonstanten (a). Die konstante Komponente ( = 1) wird in (b) dargestellt.
Zum Vergleich sind das trans ! cis-Diﬀerenzspektrum der photostationären Gleichgewichte bei 55 ℃
(Abb. 6.27(b), S. 207) und ein interpolierten Diﬀerenzspektrum für T=0,02℃ bei einer Temperatur
von 55℃ enthalten.
Das auf langen Zeiten praktisch konstante Signal macht im Maximum etwa 5% der
Amplitude der instantan auftretenden Diﬀerenzbanden aus. Abbildung 6.41(b) zeigt das
zerfallassoziierte Spektrum der entsprechenden Komponente 4 = 1 zusammen mit
dem trans ! cis- und einem wärmeinduzierten Diﬀerenzspektrum bei 55℃. Letzteres
wurde durch Skalierung des Diﬀerenzspektrums zwischen 57℃ und 55℃ berechnet und
entspricht einer Temperaturänderung von 0,02℃ – lineares Verhalten vorausgesetzt.
Zwar reproduziert die Langzeitkomponente keines der beiden stationären Spektren exakt,
allerdings kann sich in den 1,8ns auch noch keine neue Gleichgewichtsverteilung einstellen.
Aufgrund der geringen Isomerisierungsquantenausbeute erscheint die Erwärmung als
Ursache dieses Signals wahrscheinlicher. Für den Azoschalter wurde eine Aufheizung
von 0,05℃ bei vollständiger Umwandlung der absorbierten Photonenenergie in Wärme
abgeschätzt, so dass die hier dargestellte Temperaturdiﬀerenz realistisch erscheint.
Im Bereich der AmidI-Bande ist kaum eine Struktur im 4-Spektrum zu erkennen, es
gibt keine Ähnlichkeit mit dem licht- oder dem thermisch induzierten Diﬀerenzspektrum.
Die stationären Diﬀerenzspektren zeigen dort das Ausbleichen der AmidI-Mode des
Glycins, was innerhalb von 1,8ns nach der Anregung oﬀensichtlich noch nicht beob-
achtet wird. Allerdings können aufgrund der sehr kleinen Signale auch experimentelle
Randbedingungen die Ursache der nicht aufgelösten Strukturen bei sein – insbesondere
da die Probenkammer auf 50℃ aufgeheizt wurde. Insofern kann hier keine deﬁnitive
Feststellung getroﬀen werden.
Fazit Die transienten IR-Diﬀerenzspektren des Azocollagens bei 50℃ zeigen aus-
schließlich Diﬀerenzbanden, welche den Schwingungsmoden des Azoschalters zuzuordnen
sind. Die Veränderungen von Position und Breite dieser Signale im Vergleich zum
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ungekoppelten System beruhen dem Wechsel des Lösungsmittels und dem damit ver-
bundenen H/D-Austausch, sowie den sterischen Einschränkungen durch die Bindung
an die Collagen-Peptidsequenz. Die beobachtete Zerfallskinetik entspricht der des freien
Azoschalters, was mit den Ergebnissen der zeitaufgelösten Messungen im sichtbaren
Spektralbereich übereinstimmt. Das bei langen Verzögerungszeiten beobachtete Diﬀe-
renzspektrum kann tendenziell mit einem Temperatursprung von etwa 0,02℃ in der
Küvette nach der vollständigen Umverteilung der Photonenenergie erklärt werden. Ein
Einﬂuss der Peptidstränge auf die beobachtete Dynamik der Chromophorschwingun-
gen kann nicht nachgewiesen werden. Dies war auch nicht zu erwarten, da bei dieser
Temperatur keine Tripelhelices mehr vorliegen. Zudem steht genug thermische Energie
zur Besetzung vielfältiger Konformationen sowie für die trans ! cis-Isomerisierung der
Prolin-Amidbindungen zur Verfügung.
Messung der Collagen-Tripelhelix bei 20 ℃
Vorbemerkungen Es wurde der Spektralbereich von 1298cm 1 bis 1685cm 1 unter-
sucht. Dieser wurde mit insgesamt vier Messungen abgedeckt: Für Wellenzahlen kleiner
1530cm 1 wurde Gitter3 (d=75/mm) eingesetzt, ansonsten Gitter2 (d=150/mm). Zur
Anregung wurde die SFG bei 330nm mit einer Pulsenergie von 600nJ verwendet, die
Polarisationen von Anreg- und Abtastlicht standen im magischen Winkel zueinander. Die
Messung erfolgte bei Raumtemperatur im photostationären Gleichgewicht der trans-Form
(vgl. S. 200). Die Datenerfassung erfolgte im unreferenzierten Modus.
Ergebnisse Abbildung 6.42 zeigt eine Übersicht der transienten Absorptionsänderun-
gen nach Anregung der Azoschalter der bei 20℃ intakten Collagen-Tripelhelices. Auf
kurzen Zeiten dominieren erwartungsgemäß die Schwingungsbanden des Azoschalters,
die durch die elektronische Anregung gestört wurden. In diesem Bereich sind die Signale
und ihre Kinetik weitgehend identisch mit den bei 50℃ gemessenen.
In Abbildung 6.39 können die transienten Spektren nach 1ps aus beiden Datensätzen
direkt verglichen werden, hier ist nur ein geringer Einﬂuss der Erwärmung auf die Position
der Banden sichtbar: Die AmidI-Bande ist bei 50℃ um ca. 4cm 1 blauverschoben, was
vermutlich auf die geschwächten Wasserstoﬀbrückenbindungen zurückzuführen ist [49]. Im
Gegensatz dazu weist die AmidII0-Bande eine Rotverschiebung von ca. 4cm 1 auf, Lini-
enform und -breite bleibt jedoch in beiden Fällen erhalten. Alle übrigen Diﬀerenzbanden
zeigen nach 1ps keine signiﬁkante Temperaturabhängigkeit.
Die Zerfallskinetik entspricht in den ersten Pikosekunden ebenfalls der Messung der
Monomere bei 50℃ mit zerfallenden und dabei teilweise schiebenden Diﬀerenzbanden.
Deutliche Unterschiede in der Kinetik bei beiden Temperaturen lassen sich vor allem bei
längeren Verzögerungszeiten erkennen, da bei Raumtemperatur insbesondere im Bereich
der AmidI-Mode größere Diﬀerenzsignale und zusätzliche, langsamere Zerfallskompo-
nenten auftreten. Die transienten Diﬀerenzspektren (Abb. 6.43) zeigen bereits nach 5ps
eine Schulter im ausgebleichten AmidI-Bereich. Im Diﬀerenzspektrum nach 20ps ist das
negative Signal der AmidI-Bande des Azoschalters weitgehend zurückgegangen und eine
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(a) Rohdaten, vollständig (b) Rohdaten, ab 0.4ps (c) globale Anpassung
Abbildung 6.42: Transiente Absorptionsänderung des Azocollagens bei 20 ℃ nach Anregung bei
330nm (trans ! cis) bestehend aus vier Einzelmessungen mit Abtastung im magischen Winkel. Die
Zeitachse ist linear bis 1ps und logarithmisch für längere Verzögerungszeiten. In (a) ist die PFID-
Signatur vor dem Zeitnullpunkt sowie die um den Zeitnullpunkt dominierende Kreuzphasenmodulation
deutlich zu erkennen. In Abb. (b) wird nur der Zeitbereich ab 0.4ps dargestellt, was zu einer etwas
besseren Farbskala führt. Im Zeitbereich von 0.5ps bis 1.8ns wurde eine globale Analyse durchgeführt.
(c) zeigt das Ergebnis für die Anpassung mit 4 exponentiellen Zerfallsfunktionen.
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Abbildung 6.43: Transiente Diﬀerenzspektren des Azocollagens (trans ! cis) zu ausgewählten Verzö-
gerungszeiten. In (a) sind die unverarbeiteten Daten dargestellt. Zum Vergleich werden in (b) dieselben
Spektren nach der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten wiedergegeben.
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(a) Azocollagen: 20℃ (b) Azocollagen: 35℃ (c) Azocollagen: 50℃
(d) Azoschalter: 20℃ (e) Azoschalter: 50℃
Abbildung 6.44: Azoschalter und -collagen: Vergleich der Temperaturabhängigkeit der transienten
Absorption im AmidI-Bereich (2d-Graﬁk)
strukturierte Bleichbande mit Minima bei 1644cm 1 und 1632cm 1 wird sichtbar. Auch
nach langen Verzögerungszeiten sind die Diﬀerenzamplituden im AmidI-Bereich deutlich
größer und strukturierter als bei 50℃.
In anderen Bereichen sind die Zerfallsprozesse im Vergleich zur Untersuchung der
Monomere bei 50℃ verlangsamt. Die Unterschiede sind jedoch relativ gering und lassen
sich in den transienten Spektren bis 20ps nicht identiﬁzieren. Auf eine genauere Diskussion
wird daher verzichtet.
Vergleich verschiedener Temperaturen Ziel aller Experimente war es, Informatio-
nen über die Dynamik der Collagentripelhelix zu erlangen. Ein direkter Vergleich von
Monomeren bei 50℃ und Tripelhelix bei 20℃ ist aber nicht möglich: In Abschnitt 6.6.3
(S. 216) wurde bereits ausführlich gezeigt, dass die spektralen Änderungen bei Erwär-
mung sehr komplex sind. Insofern stellt sich die Frage, ob die Unterschiede zwischen den
transienten Spektren bei 20℃ und 50℃ auf die Existenz der Tripelhelix zurückzuführen
sind oder nur eine Temperaturabhängigkeit derselben Prozesse reﬂektieren. Es wurden
daher zwei Kontrollexperimente durchgeführt, um die Belastbarkeit der Daten weiter
abzusichern. Zum einen wurden transiente IR-Diﬀerenzspektren des Azocollagens bei
einer mittleren Temperatur von 35℃ aufgenommen und zum anderen wurde der isolierte
Azoschalter ebenfalls bei einer Temperatur von 50℃ untersucht. Die Ergebnisse sind als
2d-Graﬁken in Abbildung 6.44 zusammengefasst.
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Beim Azocollagen erkennt man bei 20℃, vor allem bei 1630cm 1 auch nach 10ps
noch ein ausgeprägtes Bleichsignal, das erst nach über 100ps nicht mehr aufgelöst wird.
Bei 35℃ ist dieses Signal zum Teil noch sichtbar, es ist jedoch weitaus kurzlebiger
und weniger ausgeprägt. Bei 50℃ lässt es sich allenfalls noch als kurzer Ausläufer
erahnen. Neben diesem Einﬂuss der Temperatur auf die Kinetik kann auch die leichte
Blauverschiebung der AmidI-Bande bei steigender Temperatur nachvollzogen werden.
Der Azoschalter in DMSO-d6 zeigt hingegen keine derartige Abhängigkeit von der
Temperatur. Mit der Erwärung wird weder die spektrale Lage oder Form, noch die
Zerfallskinetik der transienten Spezies merklich beeinﬂusst. Eine Temperaturabhängigkeit
des Azoschalters selbst kann daher als Ursache für die Beobachtungen beim Azocollagen
ausgeschlossen werden.
Der genaue Schmelzpunkt des Azocollagens ist zwar unbekannt, aber da bei 50℃
die Monomere überwiegen und bei 20℃ die tripelhelikale Form, sollte bei 35℃ ein
Gemisch aus beiden vorliegen. Die gemessenen transienten Spektren spiegeln diesen
Übergangsbereich direkt wider. Das beweist noch nicht den Einﬂuss der Collagen-Super-
helix auf die transienten Diﬀerenzspektren. Aber es kann davon ausgegangen werden,
dass die beobachteten kleinen Unterschiede nicht durch Messartefakte oder andere äußere
Einﬂüsse entstehen.
Globale Analyse Wie zuvor wurde eine globale Anpassung mit vier Zeitkonstanten
durchgeführt, von denen eine festgesetzt war (4 = 1). Trotz der hier auftretenden,
langsameren Prozesse ergibt die Verwendung einer zusätzlichen Zeitkonstanten keine
signiﬁkant verbesserte Modellierung der Daten.
Die Transienten in Abbildung 6.45 zeigen die Daten und die angepassten Kurven. Der
Zerfall der unmittelbar erscheinenden Diﬀerenzsignale hat sich im Vergleich zur Messung
bei 50℃ deutlich verlangsamt. Besonders markant ist die Transiente bei 1614cm 1, die
bei 10ps einen Nulldurchgang aufweist, deutlich negativ wird und erst danach weiter
abklingt. Dementsprechend liefert die Anpassungsfunktion größere Zeitkonstanten als
bei der Untersuchung der Monomere: 1 = 2;8ps, 2 = 6;2ps und 3 = 51ps.
Die zerfallassoziierten Spektren dieser Komponenten werden in Abbildung 6.46(a)
dargestellt. Die Komponenten 1 und 2 zeigen wieder nahezu spiegelbildliche Amplituden,
die weitgehend den bei 50℃ gefundenen entsprechen. Die beiden Zeitkonstanten 1 und
2 sind in beiden Datensätzen ebenfalls sehr ähnlich. Folglich können sie wieder den
Prozessen zugeordnet werden, die mit der Relaxation nach der Photoanregung verbunden
sind. Im Gegensatz dazu hat sich die Zeitkonstante 3 signiﬁkant vergrößert und ihr
zerfallassoziiertes Spektrum weist eine veränderte Signatur im AmidI-Bereich auf. Bei
20℃ sind eindeutig zwei negative Banden bei 1632cm 1 und 1644cm 1 zu erkennen,
während bei 50℃ nur ein breites, unstrukturiertes Bleichsignal auftritt. Damit beschreibt
dieser Prozeß das Abklingen von zusätzlich auftretenden negativen Beiträgen, die zunächst
durch die zerfallenden Azoschaltersignale verdeckt werden.
Das Diﬀerenzspektrum bei langen Verzögerungszeiten wird durch 4 = 1 beschrieben
(Abb. 6.46(b)). Es zeigt ebenfalls ein strukturiertes AmidI-Bleichen mit einem Minimum

























































































Abbildung 6.45: Transienten des Azocollagens (trans ! cis, 20℃) bei ausgewählten Wellenzahlen.
Die einzelnen Signale wurden entsprechend ihrer Amplitude in zwei getrennten Diagrammen dargestellt.
Rohdaten sind als Kreise und die Kurven der globalen Anpassung mit vier Zeitkonstanten als Linie
dargestellt. Bei den kleinen Signalen an den Schultern der Diﬀerenzbanden ist das nicht-monoexponen-
tielle Verhalten deutlich erkennbar.
bei 1628cm 1, einer Schulter bei 1643cm 1 und einem negativen Signal bei 1671cm 1,
das durch eine breite positive Bande überlagert ist. Im Bereich der AmidII0-Mode haben
sich die Amplituden ebenfalls verändert: Das Maximum bei 1440cm 1 ist deutlich größer
und bei 1480cm 1 ist eine negative Bande zu erkennen, die bei 50℃ nicht auftritt. Nimmt
man an, dass diese Signatur die Rotverschiebung einer Schwingungsbande repräsentiert,
dann wäre die positive Bande die Summe aus den positiven Beiträgen des auch bei
50℃ auftretenden Signals und der rotverschobenen Spezies. Zwischen 1580cm 1 und
1500cm 1 ist die Überlagerung positiver Beiträge mit einem Bleichsignal bei 1560cm 1
zu erkennen. Darauf wird später genauer eingegangen. Das Minimum bei 1603cm 1 ist
hingegen artiﬁziell: es liegt an der Grenze zweier Messbereiche, deren Amplituden an
dieser Stelle einen Versatz von ca. 5  10 6 aufweisen.
Die Frage nach der Natur dieser langlebigen Spezies lässt sich hier zugunsten der
Erwärmung nach der Photoanregung beantworten. Denn im Bereich der prominenten
AmidII0-Bande ergeben sich deutliche Abweichungen zum photostationären trans !
cis-Diﬀerenzspektrum, welches dort nur verschwindend geringe Amplituden aufweist.
Das auf einen Temperaturunterschied von 0,025℃ skalierte temperaturinduzierte Diﬀe-
renzspektrum zeigt dagegen eine hervorragende Übereinstimmung. Dabei ist hier noch zu
bedenken, dass der H/D-Austausch beim Aufheizen bei 20℃ zu erhöhter HDO-Konzen-
tration und damit zu erhöhter Absorption im Bereich unterhalb von 1500cm 1 sowie
zum Verschwinden der AmidII-Bande bei 1556cm 1 führt (vgl. Abb. 6.33(b), S. 220).
Diese Eﬀekte sollten in den zeitaufgelösten Messungen keine Rolle spielen.
Im AmidI-Bereich stimmen Form und Lage der Diﬀerenzbanden außerordenlich gut
mit den Diﬀerenzspektren für deutlich größere Temperatursprünge wie z.B. von 9℃ auf
52℃ überein (vgl. Abb. 6.33(b), S. 220). Einerseits könnte das ein Hinweis darauf sein,
dass Teile der Tripelhelix nach 1,8ns noch eine deutlich höhere Temperatur besitzen.
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Abbildung 6.46: Zerfallassoziierte Spektren des Azocollagens (trans ! cis, 20℃) für die globale
Anpassung mit vier Zeitkonstanten (a). Die konstante Komponente ( = 1) wird in (b) dargestellt.
Zum Vergleich sind das trans ! cis-Diﬀerenzspektrum der photostationären Gleichgewichte bei 20 ℃
(Abb. 6.27(b), S. 207) und ein interpolierten Diﬀerenzspektrum für T=0,025℃ bei einer Temperatur
von 20℃ enthalten.
Andererseits könnte die Anregung eine Störung der Struktur hervorrufen, die einer
solchen Erwärmung äquivalent ist.
Einﬂuss der Collagen-Tripelhelix Die im AmidI-Bereich bei langen Verzögerungs-
zeiten beobachtete Struktur der ausgebleichten Banden kann den Aminosäuren der
Collagen-Peptidsequenz zugeordnet werden: 1671cm 1: Hydroxyprolin, 1644cm 1: Gly-
cin und 1628cm 1: Prolin (vgl. Tabelle 6.7, S. 215). Damit steht fest, dass es zu einem
eﬃzienten Energietransfer zwischen dem Chromophor und der Collagen-Peptidsequenz
innerhalb von weniger als 10ps kommt. Dieser erfolgt zumindest zu einem großen Teil
nicht über die kovalente Bindung an die Mercaptoproline, wie die unveränderte Kinetik
im Bereich der 
w(C–H2) Mode bei 1350cm 1 impliziert.
Es sind verschiedene Gründe denkbar, warum diese charakteristischen Bleichsignale
bei 50℃ nicht auftreten. Die Monomere besitzen mehr konformationelle Freiheit, wie
es in Abbildung 6.5 auf Seite 162 illustriert ist. In der gefalteten Tripelhelix sind Azo-
schalter und Peptidsequenz in direkter räumlicher Nähe, so dass von einem eﬃzienten,
direkten Wärmeenergietransfer zwischen angeregtem Chromophor und der Peptidse-
quenz auszugehen ist. Im ungefalteten Zustand ist dies nicht notwendigerweise der Fall.
Außerdem ist für die Monomere mit einem wesentlich schnelleren Energietransfer an die
Lösungsmittelumgebung zu rechnen.
Die langlebigen Signale allein reichen jedoch noch nicht aus, um die Tertiärstruktur
des Collagens bei 20℃ in den transienten Spektren nachzuweisen. Die AmidII-Bande der
Glycine stellt hingegen eine eindeutige Markerbande für die Existenz der Tripelhelix dar.
Will man in den transienten Diﬀerenzspektren einen Hinweis auf das intakte Collagen
ﬁnden, dann sollte in diesem Spektralbereich eine Veränderung nachzuweisen sein. Schon
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Abbildung 6.47: Vergleich der transienten Spektren bei 20℃ und 50℃ im Bereich der AmidII-Bande
des Glycins. Diese Bande bei 1556cm
 1 ist charakteristisch für die gefaltete Collagen-Tripelhelix.
bei der Präsentation des DAS der langlebigen Spezies 4 wurde auf das schmalbandige
Signal bei 1560cm 1 hingewiesen, das nur bei 20℃ auftritt. Es ist zu vermuten, dass
die Anregung des Chromophors und die anschließende Energieumverteilung sich auch
auf die AmidII-Mode des Glycins auswirkt. Dementsprechend ist bei bei 1560cm 1 das
Ausbleichen dieser Bande zu erwarten.
Das Signal ist sehr klein und zudem von einer positiven Absorptionsänderung überlagert.
Eine Betrachtung der transienten Spektren zeigt jedoch, dass es sich nicht um ein Artefakt
handelt (Abb. 6.47). Unmittelbar nach der Anregung treten in diesem Spektralbereich
eine sehr breite, positive Absorptionszunahme der AmidI-Bande und das schmalbandigere
Bleichsignal der Ringmode bei 1575cm 1 auf. Beide Signale besitzen bei 50℃ dieselbe
Zerfallskinetik: Abgesehen von einer geringen spektralen Verschiebung lassen sich die
transienten Spektren unterschiedlicher Verzögerungszeiten aufeinander skalieren. Dagegen
sind bei 20℃ zusätzlich ein negatives Signal bei 1560cm 1 und ein positives bei 1530cm 1
überlagert. Hier lassen sich die transienten Spektren nicht aufeinander skalieren und das
kann nicht mit einer spektralen Verschiebung erklärt werden. Die zusätzlich überlagerten
Diﬀerenzbanden folgen oﬀensichtlich einer anderen Kinetik. Es ist daher anzunehmen, dass
hier eine transiente Rotverschiebung der AmidII-Bande der Peptidsequenz zu beobachten
ist. Diese Signatur kann wegen des H/D-Austausches nur in intakten Tripelhelices
auftreten, ist also bei 50℃ auch nicht zu erwarten.
Es ist sehr unwahrschenlich, dass sich das Gleichgewicht direkt nach dem Lösen der
Azocollagenprobe in EG-d6:D2O vollständig auf der Seite der Tripelhelices beﬁndet.
Haben sich drei Monomere jedoch erst später zu einer Tripelhelix assoziert, dann sollte
der H/D-Austausch bereits abgeschlossen sein und eine vergleichbare Rotverschiebung der
Glycine im AmidII0-Bereich auftreten. Genau dieser Eﬀekt ist auch beobachtet worden,
die Diﬀerenzspektren der langlebigen Komponente unterscheiden sich hier deutlich für
die beiden Temperaturen. Bei 20℃ ist eine negative Bande bei 1480cm 1 zu erkennen,
die bei 50℃ nicht auftritt. Zudem ist hat die postive Produktbande bei 1440cm 1 bei
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Abbildung 6.48: Azocollagen: (a) Anisotropieparameter r gemittelt im Zeitbereich von 0.4ps bis 8ps
im Vergleich zum transienten Spektrum (magischer Winkel) nach 1ps
(b) und (c) transiente Absorptionsänderungen und Anisotropieparameter r für ausgesuchte Kanäle im
Zeitbereich von -2ps bis 20ps. Dargestellt sind die gemessenen Absorptionsänderungen für folgende
Orientierungen von Anreg- und Abtastlicht: parallel (blau), senkrecht (rot), magischer Winkel (grau)
sowie die aus parallel und senkrecht berechnete Absorptionsänderung für den magischen Winkel (orange).
20℃ eine deutlich größere Amplitude. Die Annahme einer transienten Rotverschiebung
der AmidII0-Bande in den Collagenen, die nach einem vollständigen H/D-Austausch
korrekt gefaltet vorliegen, kann diese Befunde konsistent erklären.
In den transienten IR-Spektren, die bei Raumtemperatur aufgenommen wurden,
lassen sich also Banden identiﬁzieren, die charakteristisch für die Existenz einer intakten
Collagen-Tertiärstruktur sind. Diese Merkmale treten bei einer Temperatur von 50℃ nicht
auf. Außerdem sind nur bei den niedrigen Temperaturen die strukturierten Bleichsignale
der AmidI-Moden der Collagenpeptide zu erkennen. Das weist darauf hin, dass es nach
Anregung des Chromophors zu einer Reaktion der Collagen-Peptidsequenz kommt, also
eine messbare Energieübertragung stattﬁndet.
In den transienten Spektren wurden jedoch keine Anhaltspunkte dafür gefunden,
dass die Anregung eine Entfaltung der Tripelhelix auslöst. In Anbetracht der geringen
Isomerisierungsquantenausbeute des an das Collagen gebundenen Azoschalters ist dies
jedoch erwartungsgemäß.
Anisotropiemessungen
Von der Azocollagenprobe wurden ebenfalls polarisationsabhängige transiente IR-Spekt-
ren im Bereich von 1590cm 1 bis 1680cm 1 aufgenommen. Auf die Untersuchung in
weiteren Spektralbereichen oder bei unterschiedlichen Temperaturen wurde wegen der
geringen verfügbaren Probenmenge verzichtet. Die Auswertung der Anisotropie erfolgt
analog zum trans-Isomer des Azoschalters (Abschnitt 6.5.4, S. 197). Abbildung 6.48 zeigt
das im Zeitbereich von 0,4ps bis 8ps gemittelte Anisotropiespektrum und Transienten
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Probe Bande ~ /cm 1 〈r〉 〈r〉 hi/° hi/°
Azocollagen AmidI ( ) 1644 -0,195 0,02 85 5
(trans ! cis) AmidI (+) 1614 -0,145 0,007 73 2
Azoschalter AmidI ( ) 1664 -0,156 0,003 74,3 0,6
(trans ! cis) AmidI (+) 1642 -0,091 0,006 64,8 0,8
Azoschalter AmidI ( ) 1660 -0,190 0,005 83 2
(cis ! trans) AmidI (+) 1642 0,012 0,005 54,0 0,5
Tabelle 6.8: Anisotropieparameter des Azocollagens im Vergleich mit den Werten des Azoschalters,
gemittelt im Zeitbereich von 0,4ps bis 8ps. Angegeben sind die Werte für die Extrema der Diﬀerenzban-
den, die gemäß Gl. 3.18 (S. 61) berechneten Erwartungswerte des Winkels  und die Standardfehler der
Mittelwerte.
ausgewählter Wellenzahlen. Im Spektrum sind nur die Werte dargestellt, für die r  0;05
gilt.
Die erhaltenen Daten belegen, dass die Messung der Anisotropie, trotz der notwendigen
längeren Messdauer, auch für die empﬁndliche Azocollagenprobe möglich ist. Das erreichte
Signal-zu-Rauschverhältnis ermöglicht auch hier eine quantitative Auswertung. Die auf
den Maxima bzw. Minima des AmidI-Diﬀerenzsignals errechneten Winkel zwischen den
Übergangsdipolmomenten für die Absorption des Anregungs- bzw. Abtastlichtes werden
in Tabelle 6.8 zusammen mit den Werten des isolierten Azoschalters präsentiert.
Für die ausgebleichte AmidI-Bande wird mit 85° eine nahezu senkrechte Orientierung
gefunden. Der Erwartungswert des Winkels hi der positiven Produktbande ist dagegen
mit 73° um 12° niedriger. Dieser Unterschied zwischen den Banden wurde ebenfalls bei
den transienten IR-Spektren (trans ! cis) des isolierten Schalters ermittelt, während
die entsprechende Winkeländerung bei Anregung des cis-Azoschalters deutlich größer ist.
Der Unterschied in den Winkeln für die Bleichsignale des isolierten Schalters (trans !
cis: 74,3°) und des Azocollagens (85°) ist möglicherweise auf sterische Einschränkungen
zurückzuführen. Nach der Anbindung an die Collagensequenz ist der zugängliche Konfor-
mationsraum für den Azoschalter eingeschränkt. Insofern ist es unwahrscheinlich, dass
die veränderte Anisotropie in der Produktbande durch eine Änderung der Gleichgewichts-
konformation infolge der Anregung verursacht wird: Trotz der sterischen Beanspruchung
durch die Collagensequenz ändert sich der Erwartungswert des Winkels hi um etwa den
gleichen Betrag.
Es bleibt festzustellen, dass sich der Anisotropieparameter r aus den polarisations-
abhängigen transienten Absorptionsänderungen zuverlässig bestimmen und quantitativ
auswerten lässt. Bei komplexen Molekülen, wie dem hier untersuchten Azoschalter und
Azocollagen, erfordert ihre Interpretation jedoch zusätzlich umfangreiche theoretische Mo-
dellierungen. Auf der Grundlage einfacher Strukturmodelle lassen sich die Unterschiede
zwischen den hier vorgestellten Messungen nicht erklären.
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6.7 Fazit
Die Idee dieses Projektes ist es, durch die Ankopplung eines photoschaltbaren Azoben-
zolderivates die lichtinduzierte Entfaltung einer synthetischen Collagen-Tripelhelix zu
ermöglichen und diese zeitaufgelöst im IR zu beobachten. Der verwendete Schalter sowie
das gekoppelte Azocollagen wurden von U. Kusebauch in der Gruppe von Prof. Luis
Moroder hergestellt. Alle Einzelstränge der homotrimeren Collagen-Helix verfügen über
einen seitenkettenverbrückten Azoschalter, wobei die trans ! cis-Isomerisierung eines
Schalters eine Störung der Struktur und so eine Entfaltungsreaktion auslösen soll.
Vor den Kurzzeitmessungen war eine umfassende Charakterisierung dieser Proben im
UV/vis- und IR-Bereich notwendig. Dafür wurden die Absorptions- und die Diﬀerenz-
spektren der photostationären Gleichgewichtszustände, zum Teil bei unterschiedlichen
Temperaturen, aufgenommen. Diese Messungen wurden von L. Lorenz durchgeführt
und die zur Verfügung gestellten Daten wurden im Rahmen dieser Arbeit umfassend
analysiert.
Für den in DMSO-d6 gelösten isolierten Schalter wird eine reversible trans/cis-Isome-
risierung zwischen den photostationären Gleichgewichtszuständen festgestellt, welche
keine Temperaturabhängigkeit aufweist. Für das IR-Spektrum des Azoschalters wird
eine umfassende Zuordnung der auftretenden Absorptionsbanden zu den funktionalen
Gruppen vorgenommen.
Die zeitaufgelösten IR-Messungen des Azoschalters wurden polarisationsabhängig
sowohl für die trans ! cis- als auch für die cis ! trans-Isomerisierungsrichtung aufge-
nommen. Die instantan auftretenden, markanten Diﬀerenzsignale können den AmidI- und
AmidII-Moden der im Schalter enthaltenen Peptidbindungen sowie den Phenylmoden
zugeordnet werden. Diese Signaturen zerfallen bei beiden Isomeren größtenteils auf einer
Zeitskala von etwa 10ps. Für die im magischen Winkel aufgenommenen transienten
Absorptionsänderungen wird eine globale Analyse der Daten durchgeführt. Die extra-
hierten kinetischen Parameter beider Isomere sind nahezu identisch, was durch einen
dominanten Beitrag molekularer Kühlprozesse erklärt werden kann. Die Produktspektren
dieser Messungen entsprechen jedoch nicht den Diﬀerenzspektren der photostationären
Gleichgewichte, sie können also nicht auf die Isomerisierung zurückgeführt werden. Das ist
im Einklang mit den Ergebnissen der transienten vis-Spektren bei denen ebenfalls keine
Produkt-Signatur gefunden wurde, was auf eine geringe Isomerisierungsquantenausbeute
(<10%) für beide Isomere hindeutet.
Die zerfallenden Diﬀerenzsignale zeigen eine Anisotropie, die im Rahmen der Mess-
genauigkeit keine Zeitabhängigkeit aufweist. Deren Auswertung ergibt unterschiedliche
Anisotropieparameter bei verschiedenen Diﬀerenzbanden aber auch zwischen den trans
! cis- und den cis ! trans-Spektren. Mit Hilfe theoretischer Modellierungen können
diese Daten in Zukunft zu genaueren Strukturanalysen herangezogen werden.
Das Azocollagen wurde in einem (1:1)-Gemisch aus D2O und deuteriertem Ethylengly-
kol (EG-d6:D2O) untersucht. Die UV/vis-Absorptionsspektren des Azocollagens zeigen
keine signiﬁkanten Veränderungen der Absorptionsbanden des Azoschalters durch die
Kopplung an das Collagen. Im IR-Absorptionsspektrum können die AmidI-, AmidII-
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und AmidII0-Banden des Azoschalters und der Peptidsequenz sowie viele weitere Banden
zugeordnet werden. Dafür wurde unter anderem die Methode der Feinstrukturverstärkung
angewendet, um die überlagerten Banden des Spektrums zu trennen. Bei den tempe-
raturabhängigen Absolut- und Diﬀerenzspektren im UV/vis- und IR-Bereich wurden
irreversible spektrale Veränderungen nach Erwärmung auf über 50℃ festgestellt. Das
zeigt die Dissoziation der Collagen-Tripelhelix oberhalb des Schmelzpunktes.
Das Lösen der lyophilisiert vorgelegten Probe in EG-d6:D2O führt zu einem H/D-
Austausch von gebundenen Wassermolekülen und zugänglichen Protonen des Collagens.
In der tripelhelikalen Struktur sind die ins Innere gerichteten Amino-Protonen der Glycine
zusätzlich durch Wasserstoﬀbrückenbindungen gegen einen H/D-Austausch geschützt.
Anhand ihrer AmidII-Bande kann daher die Existenz der Collagen-Tripelhelix und eine
bei Erwärmung beschleunigte Entfaltung dieser Tertiärstruktur nachgewiesen werden.
Die Diﬀerenzspektren der photostationären Zustände ergeben kleinere Diﬀerenzsignale
als beim isolierten Schalter, was auf eine verringerte Isomerisierungsquantenausbeute beim
Vorliegen der tripelhelikalen Collagenstruktur hinweist. Die bei Erwärmung beobachtete
Vergrößerung der Diﬀerenzsignale wird mit einer eﬃzienteren Isomerisierung nach dem
Aufschmelzen der Tripelhelix erklärt.
Transiente IR-Spektren des Azocollagens wurden bei unterschiedlichen Temperaturen
ausschließlich für die trans ! cis-Isomerisierungsrichtung aufgenommen. Alle instan-
tan auftretenden Diﬀerenzsignale können auf die Schwingungsmoden des gekoppelten
Azoschalters zurückgeführt werden und zerfallen größtenteils innerhalb von 10ps, wie
es auch beim isolierten Azoschalter der Fall ist. Die aus der globalen Analyse ermit-
telten kinetischen Parameter geben keine Hinweise auf einen signiﬁkanten Einﬂuss der
Peptidsequenz auf die Schalterdynamik bei 50℃. Das wird mit der aufgeschmolzenen
Tertiärstruktur in diesem Temperaturbereich erklärt.
Bei einer Temperatur von 20℃ wird hingegen das Ausbleichen von AmidI-Schwin-
gungsbanden der Peptidsequenz bei langen Zeiten beobachtet, was eindeutig einen
Energietransfer an diese Moden zeigt. Um diesen Befund zu veriﬁzieren wurde eine
Messung im AmidI-Bereich bei 35℃ durchgeführt. In den erhaltenen transienten Spektren
sind die Bleichsignale des Collagens ebenfalls zu erkennen, allerdings sind diese im
Vergleich zur Messung bei 20℃ bereits abgeschwächt. Das ist im Einklang mit der
der Annahme des Aufschmelzen eines Teils der Collagene bei einer Temperatur in der
Nähe des Schmelzpunktes. Eine Kontrollmessung des isolierten Azoschalters bei einer
Temperatur von 50℃ zeigte keine derartige Temperaturabhängigkeit.
Die Entfaltung der Collagensequenz infolge der lichtinduzierten Isomerisierung des
gekoppelten Azoschalters ist in den transienten IR-Spektren nicht nachweisbar. Dies ist
nach Analyse der Gleichgewichtsspektren auch nicht zu erwarten. Bereits das trans !
cis-Diﬀerenzspektrum des isolierten Azoschalters wird aufgrund der geringen Isomerisie-
rungsquantenausbeute nicht aufgelöst. Aufgrund der im Azocollagen weiter verringerten
Quantenausbeute liegen isomerisierungsbedingte Diﬀerenzsignale unterhalb der experi-
mentellen Auflösung.
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Nothing is impossible for the man who
doesn’t have to do it himself.
(A. H. Weiler)
Ziel dieser Arbeit war die Aufklärung lichtinduzierter Strukturänderungen verschiedener
photoschaltbarer Moleküle durch zeitaufgelöste Infrarotspektroskopie. Hierzu war es
notwendig, eine komplexe Messapparatur zu konzipieren, aufzubauen und zu optimieren.
Das entwickelte Anreg-/Abtast-Experiment ermöglicht die Messung kleinster transienter
Absorptionsänderungen (A<10 5) im Spektralbereich von 1000cm 1 bis 2500cm 1
mit einer Zeitauflösung von etwa 0,3ps. Es können Anregungspulse im Bereich von 258nm
bis über 600nm generiert werden. Über ein computergesteuertes Wellenplättchen kann
die Polarisation des Anregungslichtes während der Datenaufnahme variiert werden, was
eine Auswertung hinsichtlich der molekularen Anisotropie ermöglicht. Die eingesetzten
Probenzellen gestatten die Untersuchung geringster Probenmengen (V <20µL) bei
Temperaturen bis zu 50℃.
Nitrophenylacetat (NPA) wurde hinsichtlich seiner Photodecarboxylierungsreaktion
untersucht. Für alle drei Konstitutionsisomere konnte nachgewiesen werden, dass die
Freisetzung von CO2 innerhalb von 1ns erfolgt. Es zeigen sich signiﬁkante Unterschiede
zwischen den Reaktionsverläufen der drei Konstitutionen, wobei die erhaltenen Amplitu-
den der Photoproduktspektren mit den bekannten Decarboxylierungsquantenausbeuten
korrelieren. Die globale Analyse ergibt einen multiexponentiellen Aufbau des CO2-Signals.
Im Fall von meta- und para-NPA erfolgt die Abspaltung von CO2 über einen dominanten
Zerfallskanal mit einer Zeitkonstante von  200ps. Quantenchemische Rechnungen
legen nahe, dass dieser Hauptreaktionspfad über den Triplettzustand verläuft. Bei ortho-
NPA wird dieser Zerfallskanal eﬀektiv gequencht, was mit einer schnellen Deaktivierung
des angeregten Singulettzustandes durch einen intramolekularen Protonentransfer erklärt
wird. Nach diesen Messungen steht fest, dass meta-Nitrophenylacetat hervorragend als
caged compound für CO2 geeignet ist.
Die Primärdynamik von solubilisiertem Proteorhodopsin (PR) in D2O wurde im in-
fraroten und sichtbaren Spektralbereich sowohl bei saurem als auch bei alkalischem
pD-Wert untersucht. Dies erlaubt den direkten Vergleich der in beiden Spektralbereichen
gemessenen Daten. Der primäre Protonenaktzeptor Asp97 liegt dabei entweder protoniert
(pD=6,4) oder deprotoniert (pD=9,2) vor. Die transienten vis-Absorptionsspektren
ergaben, wie bei PR in H2O, einen biexponentiellen Zerfall des angeregten Zustands
und die gleichzeitige Bildung des PRK-Photoproduktes. Die Abweichung der bei PR
in D2O ermittelten Werte von den publizierten Zeitkonstanten der H2O-Messung wird
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als kinetischer Isoptopeneﬀekt interpretiert. Dieser variiert mit dem pD-Wert, was auf
Unterschiede der Wasserstoﬀbrückenbindungsnetzwerke in der Retinalumgebung hinweist.
Die Signaturen der transienten Infrarotspektren werden den C=C- und C=N-Moden des
Retinals sowie der AmidI-Mode des Proteins zugeordnet. Es konnte ebenfalls die Bildung
des PRK-Produktes nachgewiesen werden, wobei die Isomerisierungsquantenausbeute
des Retinals unabhängig von der Protonierung von Asp97 ist. Die im IR bestimmten
Zeitkonstanten sind dabei unabhängig vom pD-Wert und weichen von den im Sichtbaren
ermittelten Werten ab. Dieser Befund wird mit dem Einﬂuss der molekularen Tempe-
ratur auf die transienten IR-Spektren und dem Auftreten von Kühlprozessen erklärt.
Zusätzlich zum Wildtyp-Protein wurde die PR-D97N-Mutante als Modellsystem für PR
im sauren pH-Bereich ebenfalls im vis- und IR-Bereich untersucht. Die dabei erzielten
Ergebnisse stehen im Einklang mit den bisherigen Ausführungen. Der geringe kinetische
Isotopeneﬀekt weist auf ein ähnliches Wasserstoﬀbrückennetzwerk wie beim Wildtyp
unter sauren Bedingungen hin.
Als letztes wurde ein synthetisches Modellcollagen untersucht. Die Seitenkettenver-
brückung der Peptidsequenz mit einem Azobenzol-basierten, künstlichen Photoschalter
sollte eine lichtinduzierte Entfaltung der Tertiärstruktur ermöglichen. Der isolierte Photo-
schalter und die gekoppelte Sequenz wurden zunächst unter Gleichgewichtsbedingungen
sowohl im UV/vis- als auch im IR -Bereich umfangreich spektroskopisch charakterisiert.
Diese Messdaten lagen zum großen Teil bereits vor und wurden in dieser Arbeit einer
detaillierten Auswertung unterzogen. Für den isolierten Schalter konnte im IR-Bereich
eine umfassende Bandenzuordnung erstellt werden. Dabei wird im photostationären
Gleichgewicht eine reversible trans ! cis-Isomerisierung festgestellt, welche keine Tem-
peraturabhängigkeit aufweist. Darüberhinaus wurden polarisationsabhängige, transiente
IR-Spektren des isolierten Azoschalters für die trans ! cis- und die cis ! trans-Isomerisie-
rungsrichtung aufgenommen. Die instantan auftretenden, markanten Diﬀerenzsignale
können den AmidI- und AmidII-Moden der im Schalter enthaltenen Peptidbindungen
sowie den Phenylmoden zugeordnet werden. Die extrahierten kinetischen Parameter sind
für beide Isomere nahezu identisch, was durch einen dominanten Beitrag molekularer
Kühlprozesse erklärt werden kann. Aufgrund der geringen Isomerisierungsquantenausbeu-
te (<10%) können die Diﬀerenzspektren der photostationären Gleichgewichte nicht in
den Produktspektren dieser Messungen reproduziert werden. Hinsichtlich der ermittelten
Anisotropieparameter ergeben sich kleine Unterschiede zwischen beiden Datensätzen.
Zusammen mit theoretischen Modellierungen werden diese in Zukunft genauere Aussagen
über die Strukturen der Isomere erlauben. Die UV/vis-Absorptionsspektren des gekoppel-
ten Systems zeigen, dass die Absorptionsbanden des Azoschalters durch die Kopplung an
das Collagen nicht signiﬁkant beeinﬂusst werden. Im IR-Absorptionsspektrum konnten
wichtige AmidI-, AmidII- und AmidII0-Banden des Azoschalters und der Peptidsequenz
sowie eine große Anzahl weiterer Banden zugeordnet werden. Temperaturabhängige
Absolut- und Diﬀerenzspektren im UV/vis- und IR-Bereich zeigen eine irreversible ther-
mische Denaturierung der Collagentripelhelix ab etwa 50℃. Das verwendete, deuterierte
Lösungsmittelgemisch führt zu einem H/D-Austausch. Anhand der AmidII-Bande der in
der tripelhelikalen Struktur geschützten Glycine kann die Existenz der Collagenstruktur
246und ihre Entfaltung nachgewiesen werden. Die Amplituden der photostationären Diﬀe-
renzspektren sind jedoch kleiner als beim isolierten Schalter, was auf eine verringerte
Isomerisierungsquantenausbeute hinweist. Die bei Erwärmung beobachtete Vergrößerung
der Diﬀerenzsignale wird mit einer eﬃzienteren Isomerisierung nach dem Aufschmelzen
der Tripelhelix erklärt. Für die trans ! cis-Isomerisierungsrichtung wurden transiente
IR-Spektren des Azocollagens bei unterschiedlichen Temperaturen aufgenommen. Alle
instantan auftretenden Diﬀerenzsignale können auf die Schwingungsmoden des Azo-
schalters zurückgeführt werden. Bei einer Temperatur von 50℃ lässt sich ein Einﬂuss
der Peptidsequenz auf die transienten Spektren nicht nachweisen, was mit einer aufge-
schmolzenen Tertiärstruktur im Einklang ist. Hingegen wird bei 20℃ das Ausbleichen
von AmidI-Schwingungsbanden der Peptidsequenz beobachtet, was eindeutig einen
Energietransfer auf diese Moden zeigt. Bei 35℃ sind die Bleichsignale des Collagens in
diesem Bereich bereits deutlich abgeschwächt. Die transienten Spektren des isolierten
Azoschalters besitzen keine derartige Temperaturabhängigkeit.
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